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I.Περίλθψθ 
Σο ζνηυμο φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου(GP) καταλφει το πρϊτο ςτάδιο 
αποικοδόμθςθσ του γλυκονόνου και ζχει αναγνωριςτεί ωσ μοριακόσ ςτόχοσ για τθν 
ανάπτυξθ φαρμάκων που αφοροφν διάφορεσ μεταβολικζσ αςκζνειεσ, το 
ςακχαρϊδθ διαβιτθ αλλά και τον καρκίνο. Σα προθγοφμενα χρόνια ζχει 
προςδιοριςτεί με τθ μζκοδο τθσ κρυςταλλογραφίασ πρωτεϊνϊν ςε υψθλι ευκρίνεια 
θ τριςδιάςτατθ δομι τθσ και ζχουν αναγνωριςτεί διάφορα κζντρα ςφνδεςθσ μικρϊν 
μορίων που δρουν ωσ αναςτολείσ του ενηφμου. Θ αναγνϊριςθ των παραπάνω 
κζντρων ςφνδεςθσ οδιγθςε ςε μια ςυςτθματικι μελζτθ  αναγνϊριςθσ 
βιοδραςτικϊν μορίων που δρουν ωσ αναςτολείσ τθσ φωςφορυλάςθσ του 
γλυκογόνου. Θ μελζτθ αυτι διευκολφνεται από τθν ανάπτυξθ νζων 
αυτοματοποιθμζνων ςυςτθμάτων κρυςταλλογραφίασ πρωτεϊνϊν. Ο προςδιοριςμόσ 
των βζλτιςτων ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ του ενηφμου με τθ ςτατικι μζκοδο batch 
επζτρεψε τθν μελζτθ των ςυμπλόκων προςδετϊν-ενηφμου ςε υψθλι ευκρίνεια. 
Εντοφτοισ, θ τεχνικι αυτι δεν είναι απόλυτα ςυμβατι με τα ςφγχρονα 
αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα κρυςταλλογραφίασ υψθλισ απόδοςθσ. Θ ανάπτυξθ 
των κρυςτάλλων ςε ειδικοφσ γυάλινουσ ςωλινεσ απαιτεί υψθλι ςυγκζντρωςθ 
πρωτεΐνθσ και θ ςυλλογι δεδομζνων πρζπει να γίνεται ςε κερμοκραςία 
περιβάλλοντοσ που απαιτεί τθ χριςθ ειδικϊν τριχοειδϊν ςωλινων(capillaries). 
Απαιτείται λεπτόσ και χρονοβόροσ χειριςμόσ κακιςτϊντασ δφςχρθςτθ τθ μαηικι 
μελζτθ κρυςτάλλων ςυμπλόκου ενηφμου-προςδζτθ ςε ςυςτιματα υψθλισ 
απόδοςθσ. Αντικείμενο τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ διερεφνθςθ νζων ςυνκθκϊν 
που κα επιτρζψει τθν κρυςτάλλωςθ του ενηφμου ςε χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ 
χρθςιμοποιϊντασ τθ μζκοδο τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ (διάχυςθ ατμϊν) και ςε 
format πλιρωσ ςυμβατό με τα ςυςτιματα κρυςταλλογραφίασ υψθλισ απόδοςθσ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/01/2018 14:25:45 EET - 137.108.70.6
 
6 
II. Abstract  
The enzyme glycogen phosphorylase (GP) catalyzes the first stage of glycogen 
degradation and has been recognized as a molecular target for the development of 
drugs against various metabolic diseases, diabetes mellitus and cancer.In previous 
years, its three-dimensional structure has been determined at high resolution by the 
method of Xray protein crystallography and several small molecule binding sites 
have been identified acting as inhibitors of the enzyme. Identification of the above 
binding sites resulted in a systemic recognition study of bioactive molecules that act 
as inhibitors of glycogen phosphorylase. This study is facilitated by the development 
of new automated protein crystallization systems.Determination of the optimal 
crystallization conditions of the enzyme usimg the batch crystallization method 
allowed the ligand-enzyme complexes to be studied in high resolution. However, this 
technique is not fully compatible with modern high performance automated 
crystallization systems. The growth of crystals in special glass tubes requires high 
protein concentration and data collection should be at ambient temperature 
requiring the use of specific capillaries. Laborius and time-consuming manipulation is 
required, making the massive study of enzyme-ligand complex crystals difficult for 
use by high-throughput systems. The objective of this project is to investigate new 
conditions that will allow crystallization of the enzyme at lower concentrations using 
the "sitting drop" method (vapor diffusion) and in a format fully compatible with 
high performance crystallization systems. 
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III.Δπραξηζηίεο 
Θ παροφςα διπλωματικι εργαςία εκπονικθκε ςτο εργαςτιριο Δομικισ και 
Λειτουργικισ Βιοχθμείασ του τμιματοσ Βιοχθμείασ και Βιοτεχνολογίασ του 
Πανεπιςτθμίου Θεςςαλίασ από το Οκτϊβριο του 2016 ζων τον Ιοφλιο του 2017. 
Θα ικελα αρχικά να ευχαριςτιςω κερμά τθν κυρία ΢καμνάκθ Βαςιλικι, Λζκτορα 
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παροφςα εργαςία, για τθν ανάκεςθ τθσ εργαςίασ και τθ δυνατότθτα εξικοικίωςθσ 
μου με τθν ςυνκικεσ του εργαςτθριακοφ περιβάλλοντοσ ενόσ ερευνθτικοφ 
εργαςτθρίου. Οι γνϊςεισ, θ εμπείρια και θ κακοδιγθ τθσ κατείχαν καταλυτικό ρόλο 
ςτθν διεφρθνςθ τρόπο ςκεψθσ μου. Επίςθσ κα ικελα να τθν ευχαριςτιςω για τθν 
αμζριςτθ κατανόθςθ που ζδειξε ςε προςωπικό επίπεδο. Σισ ευχαριςτίεσ μου 
παρακζτω και ςτα μζλθ τθσ τριμελοφσ επιτροπι μου τον κφριο Δθμιτριο Λεωνίδα, 
κακθγθτι Βιοχθμείασ του τμιματοσ Βιοχθμείασ και Βιοτεχνολογίασ, του 
Πανεπιςτιμιου Θεςςαλίασ κακϊσ και τθν κυρία Κοντοφ Μαρία, επίκουρο 
κακθγιτρια πρωτεϊνικισ χθμείασ, του τμιματοσ Βιοχθμείασ και Βιοτεχνολογίασ, του 
Πανεπιςτιμιου Θεςςαλίασ 
 
Δεν κα μποροφςα να μθν ευχαριςτιςω από καρδίασ τουσ υποψιφιουσ διδάκτορεσ, 
τουσ κυρίουσ Γιϊργο ΢τραβοδιμο και Ευκφμιο Κυριάκθ για τθν πολφτιμθ βοικεια 
κακόλθ τθ διάρκεια εκπόνθςθσ τθσ διπλωματικισ εργαςίασ μου, ιταν πρόκυμοι να 
επιλφςουν όποια απορία προζκυπτε. Επιπλζον κα ικελα να ευχαριςτιςω τουσ 
προπτυχιακοφσ φοιτθτζσ  Άλκθςτισ Γκζρδθ, Αγγελικι Εξάρχου, ΢υμεϊν Κοφλα, Θωμά 
Μπάρκα, Ευγενία ΢ταμάτθ και Αναςταςία Σςαγκαράκου για τθν άψογθ ςυνεργαςία 
και το ευχάριςτο κλίμα όλο αυτό το χρονικό διάςτθμα, κακϊσ και τα υπόλοιπα μζλθ 
του εργαςτθρίου που ςυνζβαλλε ςτθν ομαλι ζνταξθ μου ςτο εργαςτιριο και το 
ιδιαίτερα φιλικό κλίμα. 
 
Δεν κα μποροφςα να παραλείψω από τισ ευχαριςτίεσ μου τον κφριο Ηωγράφο 
΢πφρο, Ερευνθτι Β ςτο εργαςτιριο Δομικισ Βιολογία και Χθμεία του Εκνικοφ 
Ιδρφματοσ Ερευνϊν κακϊσ  και τθν υποψιφια διδάκτορ κυρία Μπζττυ Λίγγρθ για τθ 
φιλοξενία τουσ ςτο Εκνικό Κδρυμα Ερευνϊν και τθν πολίτιμθ ςυνειςφορά τουσ ςτθ 
ςυλλογι των κρυςταλλογραφικϊν δεδομζνων. 
 
Κλείνοντασ κα ικελα να ευχαριςτιςω τθν οικογζνεια μου και το φιλικό μου 
περιβάλλον για τθν κατανόθςθ, ςτίρθξθ και ενκάρυνςθ για τθν περάτωςθ τθσ 
διπλϊματικισ αλλά και για τθ ςυνολικι ςυμβολι τουσ ςε υλικό και ψυχικό επίπεδο 
όλα αυτά τα χρόνια των ςπουδϊν μου 
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1. Ειςαγωγι 
1.1 Κρυςταλλογραφία ακτίνων-Χ  
Θ κρυςταλλογραφία ακτίνων-Χ είναι μια από τισ τρεισ βαςικότερεσ μεκόδουσ 
προςδιοριςμοφ τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ των βιολογικϊν μακρομορίων και 
είναι θ ευρφτερα  χρθςιμοποιοφμενθ τεχνικι.[1] Οι άλλεσ δφο τεχνικζσ είναι 
θ φαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ (NMR) και θ 
θλεκτρονιακι μικροςκοπία. Με τθν κρυςταλλογραφία ακτίνων-Χ ζχει 
προςδιοριςτεί πάνω από το 80% των πρωτεϊκϊν δομϊν που ζχουν κατατεκεί 
ςτθ βάςθ δεδομζνων πρωτεϊνικϊν δομϊν(PDB). Βαςικι προυπόκεςθ για τον 
προςδιοριςμό τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ μιασ πρωτεΐνθσ με 
κρυςταλλογραφία ακτίνων-Χ είναι θ ανάπτυξθ πρωτεϊνικϊν κρυςτάλλων που 
να περικλοφν ιςχυρά τισ ακτίνεσ-Χ. (Εικόνα 1) Θ μζκοδοσ ςυλλογισ 
δεδομζνων από πρωτεϊκοφσ κρφςταλλουσ βαςίηεται ςτθν πρόςπτωςθ 
δζςμθσ ακτίνων-Χ πάνω ςε ζναν πρωτεϊνικό κρφςταλλο παράγοντασ ζνα 
φάςμα το λεγόμενο διάγραμμα περίκλαςθσ (diffraction patern). Μζςω τθσ 
ανάλυςθσ του οποίου μπορεί να προςδιοριςτεί θ δομι τθσ υπό εξζταςθ 
πρωτεΐνθσ.[3] 
Ο προςδιοριςμόσ τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν μζςω τθσ κρυςταλλογραφίασ 
ακτίνων-Χ αποτελείεται από ζξι ςτάδια. Σα ςτάδια αυτά απεικονίηονται ςτο 
Διάγραμμα 1 που ακολουκεί.[4] 
 
 
 
Εικόνα 1: ΢χθματικι απεικόνιςθ πειράματοσ κρυςταλλογραφίασ ακτίνων-Χ *2+ 
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Θ τεχνολογικι πρόοδοσ που ζχει ςθμειωκεί ςτθ μόντερνα κρυςταλλογραφία 
πρωτεϊνϊν (αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα υψθλισ απόδοςθσ, 
ςυγχροτρονιακι ακτινοβολία, κρυογονικζσ ςυνκικεσ) ζκανε τθ διαδικαςία 
περιςςότερο αποτελεςματικι. Παρ’όλα αυτά θ δυςκολία ςτθν εφρεςθ 
ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ αποτελεί το μείηον πρόβλθμα ςτθν επίλυςθσ τθσ 
δομισ των πρωτεϊνϊν. *4+  
 
1.2 Θεωρία Κρυςτάλλωςθσ 
Ωσ κρφςταλλοσ ορίηεται μια φάςθ τθσ ςτερεισ κατάςταςθσ όπου ζχουμε 
επαναλαμβανόμενθ διευκζτθςθ ατόμων ι μορίων  ςε τρεισ διαςτάςεισ.*4+ 
Οι κρφςταλλοι χαρακτθρίηονται από ςυμμετρία και περιοδικότθτα, κάκε 
κρφςταλλοσ δθμιουργείται από πολλά διςεκατομμφρια μικρζσ 
πανομοιότυπεσ επαναλαμβανόμενεσ μονάδεσ θ κάκε μια από τισ οποίεσ 
ονομάηεται ςτοιχειϊδθσ κυψελίδα. Οι ςτοιχειϊδεισ κυψελίδεσ πακετάρονται 
θ μια δίπλα ςτθν άλλθ ςτισ τρείσ διαςτάςεισ και μποροφν να περιζχουν ζνα ι 
περιςςότερα του ενόσ μόρια.  
Επτά διαφορετικά είδθ ςτοιχειωδϊν κυψελίδων αποτελοφν τα επτά 
κρυςταλλικά ςυςτιματα, τα οποία είναι θ βάςθ για τθν ταξινόμθςθ των 
κρυςτάλλων: 1) κυβικό, 2) τετραγωνικό, 3) ορκορομβικό, 4) μονοκλινζσ, 5) 
τρικλινζσ, 6) ρομβοεδρικό (και τριγωνικό), και 7) εξαγωνικό. ΢υνδυάηοντασ 
όλα τα ςτοιχεία ςυμμετρίασ του τριςδιάςτατου χϊρου προκφπτουν ςυνολικά 
230 διαφορετικοί ςυνδυαςμοί που ονομάηονται ομάδεσ χϊρου (space 
groups).  
Θ κρυςτάλλωςθ των βιομορίων διακρίνεται ςε τρία ςτάδια. Αρχικά ςτο 
ςτάδιο τθσ πυρινωςθσ αναπτφςςονται οι κρίςιμοι πυρινεσ. Οι κρίςιμοι 
πυρινεσ αποτελοφν ςτακερά ςυςςωματϊματα που ςχθματίηονται από τθ 
ςυςχζτιςθ μιασ μικρισ ποςότθτασ μορίων του διαλφματοσ κρυςτάλλωςθσ ςε 
Παραγωγι Πρωτεΐνθσ Τψθλισ Κακαρότθτασ και ΢υγκζντρωςθσ 
Εφρεςθ Αρχικϊν ΢υνκθκϊν Κρυςτάλλωςθσ και Κρυςτάλλωςθ Πρωτεϊνϊν 
Βελτιςτοποίθςθ των Κρυςτάλλων 
΢υλλογι Δεδομζνων Περίκλαςθσ και Καταςκευι Θλεκτρονιακϊν Χαρτϊν 
Καταςκευι Σριςδιάςτατου Δομικοφ Μοντζλου και Βελτιςτοποιθςι του  
Ανάλυςθ του Βελτιςτοποιθμζνου Μοντζλου 
Διάγραμμα 1: ΢τάδια επίλυςθσ τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ των πρωτεϊνϊν [4] 
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τρεισ διαςτάςεισ. Σο δεφτερο ςτάδιο είναι θ ανάπτυξθ των κρυςτάλλων. 
Μόρια προςελκφονται από τουσ ιδθ ςχθματιςμζνουσ κρίςιμουσ πυρινεσ και 
προςκολλϊνται ςτθν επιφάνεια τουσ ταξινομθμζνα για το ςχθματιςμό των 
κρυςτάλλων. Σο τρίτο ςτάδιο τθσ κρυςτάλλωςθσ είναι θ διακοπι τθσ 
ανάπτυξθσ. Όταν ςτο κορεςμζνο διάλυμα εξαντλθκοφν τα μόρια τθσ 
πρωτεΐνθσ θ ανάπτυξθ του κρυςτάλλου τερματίηεται. Επομζνωσ ςτθ ςταγόνα 
υπάρχει θ τελικι μορφι του. (Εικόνα2) [4]  
 
 
 
 
 
 
 
 
Σο διάγραμμα φάςθσ  
Για τθ δθμιουργία πρωτεϊνικοφ κρυςτάλλου θ πρωτεΐνθ πρζπει να βρίςκεται 
ι να μεταφερκεί ςε ζνα υπερκορεςμζνο διάλυμα ,ϊςτε να παραχκεί θ 
κερμοδυναμικι κινθτιρια δφναμθ για τθν κρυςτάλλωςθ. ΢ε ζνα 
κεκορεςμζνο διάλυμα, υπάρχουν δφο καταςτάςεισ ςε ιςορροπία: θ ςτερει 
φάςθ και μία αποτελοφμενθ από μόρια ελεφκερα ςε διάλυμα. [5] 
Σα ςτάδια τθσ κρυςτάλλωςθσ μποροφν να ςυνοψιςτοφν ςε ζνα διάγραμμα, 
το λεγόμενο διάγραμμα φάςθσ το οποίο φαίνεται ςτο  Διάγραμμα 2. Σο 
διάγραμμα φάςθσ επιδεικνφει ςυναρτιςει δφο μεταβλθτϊν(διαλφτοτθτα και 
ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ) τισ ςτακερζσ καταςτάςεισ του 
διαλφματοσ(υγρό, κρφςταλλοσ, ίηθμα). Σο διάλυμα τθσ πρωτεΐνθσ είναι 
υπερκορεςμζνο όταν θ ςυγκζντρωςθ του μεταβαίνει το όριο διαλυτότθτασ. 
΢φμφωνα με το βακμό υπερκορεςμοφ το διάγραμμα φάςθσ διαιρείται ςε 
τρεισ περιοχζσ: τθ ηϊνθ υπερκορεςμοφ, όπου ςχθματίηονται 
ςυςςωματϊματα των μορίων τθσ πρωτεΐνθσ, τθ ηϊνθ ενδιάμεςου κορεςμοφ 
και τθ ηϊνθ χαμθλοφ υπερκορεςμοφ ςτθν οποία ευνοείται θ ανάπτυξθ 
κρυςτάλλου. Σα όρια μεταξφ των τριϊν περιοχϊν δεν είναι καλά 
κακοριςμζνα. Εάν ςε ζνα τζτοιο διάλυμα ο διαλφτθσ αποςφρεται ςταδιακά 
Εικόνα 2: ΢τάδια ανάπτυξθσ κρυςτάλλων(1) (α) ΢χθματιςμόσ ςτακερϊν 
αλλθλεπιδράςεων, (b) Ανάπτυξθ κρίςιμου πυρινα, (c) Ανάπτυξθ κρυςτάλλου, 
(d) Αφξθςθ του μεγζκουσ του κρυςτάλλου. *4+ 
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με εξάτμιςθ ι παρατθρθκοφν αλλαγζσ ςε κάποιον από τουσ παράγοντεσ 
κρυςτάλλωςθσ τότε το διάλυμα μεταβαίνει ςε μια κατάςταςθ 
υπερκορεςμοφ. Θ ιςορροπία μπορεί να επιτευχκεί ξανά με τθν επαναφορά 
τθσ ςτερεισ φάςθσ. Εάν δεν υπάρχει θ ςτερει φάςθ μετά τθ μεταβολι των 
ςυνκθκϊν θ διαλυμζνθ ουςία δεν κα χωριςτεί αμζςωσ ςε δφο φάςεισ και το 
διάλυμα κα παραμείνει ςτθν υπερκορεςμζνθ κατάςταςθ. [4] 
Βαςιηόμενοι ςτο διάγραμμα φάςθσ κα λζγαμε ότι για τθν ανάπτυξθ ιδανικϊν 
κρυςτάλλων για περίκλαςθ ακτίνων Χ, θ πυρινωςθ πρζπει να ξεκινιςει από 
τθν περιοχι υψθλοφ υπερκορεςμοφ οριακά πάνω από τθ μεταςτακερι 
περιοχι. Εκεί, θ ανάπτυξθ κα ςυμβεί αργά, κακϊσ λόγω τθσ δθμιουργίασ 
πυρινων το διάλυμα μειϊνεται βακμιαία, οδθγϊντασ το ςφςτθμα ςτθν 
μεταςτακερι περιοχι. Εκεί δεν μποροφν να ςχθματιςτοφν επιπλζον κρίςιμοι 
πυρινεσ, και οι ιδθ υπάρχοντεσ κα αναπτυχκοφν με ςτακερό ρυκμό.[4,5] 
 
Ωςτόςο, θ διαδικαςία τθσ κρυςτάλλωςθσ είναι επίπονθ κακϊσ για τθν εφρεςθ 
των ιδανικϊν ςυνκθκϊν απαιτοφνται πολλζσ δοκιμζσ και αλλαγζσ των επιμζρουσ 
παραμζτρων. Θ αλλάγθ μίασ παραμζτρου από τισ πολλζσ που επθρεάηουν τθν 
κρυςτάλλωςθ μπορεί να μεταβάλει ολόκλθρο το ςφςτθμα τθσ κρυςτάλλωςθσ. 
Επομζνωσ θ απόκτθςθ καλοςχθματιςμζνων κρυςτάλλων που περικλοφν ιςχυρά 
τισ ακτίνεσ-Χ προυποκζτει τθν διερεφνθςθ και δοκιμι ενόσ μεγάλου εφρουσ 
ςυνκθκϊν.[4] 
1.3 Παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ  
Θ ανάπτυξθ κρυςτάλλων μακρομορίων είναι μια διαδικαςία που περιλαμβάνει 
πολλζσ παράμετρουσ κακϊσ εξαρτάται από μια πλθκϊρα παραγόντων. Οι 
παράγοντεσ αυτοί αποτελοφν τροχοπζδθ ςτθν κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν  
ελζγχοντασ τον υπερκορεςμό του ςυςτιματοσ και, ςυνεπϊσ, ζμμεςα, τον ρυκμό  
πυρινωςθσ και ανάπτυξθσ. Οι παράγοντεσ αναφζρονται ςτον Πινακα 1[5]. 
Προκειμζνου να βρεκοφν οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ χρθςιμοποιείται 
θ μζκοδοσ δοκιμισ ςφάλματοσ (trial-error method). Θ μζκοδοσ αυτι βαςίηεται 
ςτισ ιδθ γνωςτζσ ςυνκικεσ με αλλαγζσ ςε διαφορετικζσ παραμζτρουσ κάκε 
φορά. [4] 
Διάγραμμα 2: Διάγραμμα φάςθσ [4] 
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Φυςικοί Παράγοντεσ Χθμικοί Παράγοντεσ Βιοχθμικοί Παράγοντεσ 
Θερμοκραςία Κατακρθμνιςτικόσ 
παράγοντασ 
Κακαρότθτα του δείγματοσ 
Πίεςθ pH Ομοιογζνεια δείγματοσ 
Βαρφτθτα Ρυκμιςτικό διάλυμα Σροποποιιςεισ ακολουκιϊν 
Μαγνθτικό πεδίο Iοντικι ιςχφ Μεταμεταφραςτικζσ 
τροποποιιςεισ 
Θλεκτρικό πεδίο ΢υγκζντρωςθ δείγματοσ Χθμικζσ τροποποιιςεισ 
Διθλεκτρικζσ ιδιότθτεσ Μεταλλικά ιόντα ΢τάδιο ςχθματιςμοφ 
ςυςςωματωμάτων 
Ιξϊδεσ Απορρυπαντικά Πρωτεόλυςθ 
Δονιςεισ και ιχοσ Βαρζα μζταλλα Ιςοθλεκτρικό ςθμείο 
Χρόνοσ Προςμίξεισ Προςδζτεσ, ςυμπράγοντεσ, 
αναςτολείσ 
Ποςοςτό εξιςορρόπθςθσ Πθγι αντιδραςτθρίου Ιδιότθτεσ πρωτεϊνϊν 
(υδροφοβικότθτα, οξείδωςθ, 
υδροφιλικότθτα) 
Πυρινεσ ΢φνκεςθ αντιδραςτθρίου ΢υμμετρία 
Μεκοδολογία Βακμόσ υπερκορεςμοφ ΢τακερότθτα 
Δειγματολθψία Επιφανειοδραςτικζσ 
ουςίεσ/αμφολφτεσ 
 
  
 
 
 Από τισ κυριότερεσ παραμζτρουσ είναι οι παρακάτω 
 Θερμοκραςία 
Θ διαλυτότθτα των πρωτεϊνϊν επθρεάηεται άμεςα από τθ κερμοκραςία. 
Θ ςυνάρτθςθ τθσ διαλυτότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ με τθ κερμοκραςία δεν 
είναι μια ιδιότθτα τθσ ίδιασ τθσ πρωτεΐνθσ, αλλά ςυνδζεται πολφ με το 
ςφςτθμα πρωτεϊνϊν-διαλφματοσ. ΢ε περιπτϊςεισ όπου ζχουμε 
πρωτεΐνεσ με κανονικι διαλυτότθτα, αυτι αυξάνει με αφξθςθ τθσ 
κερμοκραςίασ ςε χαμθλι ιοντικι ιςχφ, όταν παραδείγματοσ χάρθ το 
διάλυμα περιζχει ςυςτατικά με χαμθλι διθλεκτρικι ςτακερά, αντίκετα 
ςε υψθλι ιοντικι ιςχφ θ διαλυτότθτα εμφανίηει πτϊςθ.  Εξίςου 
ςθμαντικι είναι θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτουσ ρυκμοφσ 
πυρινωςθσ και ανάπτυξθσ πρωτεϊνικϊν κρυςτάλλων και ςτθ κζςθ 
ιςορροπίασ τθσ δοκιμισ. ΢ε εργαςτθριακό επίπεδο οι ςυνικεισ 
κερμοκραςίεσ διεξαγωγισ πειραμάτων είναι 4οC, 16 oC,  20oC ενϊ ζχουν 
αναπτυχκεί ςυςκευζσ κρυςτάλλωςθσ που ελζγχουν πολφ εξειδικευμζνα 
τθ κερμοκραςία με ςκοπό τθν εκμετάλλευςθ αυτισ τθσ παραμζτρου 
όςον αφορά το μθχανιςμό ανάπτυξθσ κρυςτάλλων και τθ μορφολογία 
τουσ. [4] 
Πίνακασ 1: Παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ  
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 Ιοντικι ιςχφσ 
Θ ιοντικι ιςχφσ είναι ζνασ ακόμα βαςικόσ παράγοντασ τθσ 
κρυςτάλλωςθσ. ΢ε ζνα διάλυμα με χαμθλι ιοντικι ιςχι, τα κατιόντα που 
είναι διακζςιμα δεν επαρκοφν για τθ διατιρθςθ τθσ διαλυτότθτασ των 
μορίων, οδθγϊντασ ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων. Επίςθσ, θ ιοντικι ιςχφσ 
αποτελεί το μζτρο τθσ αποτελεςματικότθτασ τθσ επίδραςθσ των αλάτων 
ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων. Οι ςθμαντικότεροι καταβυκιςτικοί 
παράγοντεσ είναι τα πολυςκενι ιόντα. Για τθν επίτευξθ τθσ 
κρυςτάλλωςθσ των πρωτεϊνϊν θ ιοντικι ιςχφσ του διαλφματοσ πρζπει να 
διατθρείται ςε χαμθλά επίπεδα.[5] 
 pH 
Θ διαλυτότθτα των πρωτεϊνϊν μπορεί να αλλάξει δραματικά κακϊσ ςτο 
ιςοθλεκτρικό τουσ ςθμείο (pI) το φορτίο είναι μθδενικό και δεν είναι 
διαλυτζσ. Επιπροςκζτωσ το pH επθρεαηεί τισ αλλθλεπιδράςεισ 
πρωτεΐνθσ-πρωτεΐνθσ. Οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των μορίων των 
πρωτεϊνϊν ςχετίηονται άμεςα με τθν ανάπτυξθ των κρυςτάλλων ι τθν 
αναςτολι αυτισ. ΢το pI το φορτίο τθσ πρωτεΐνθσ ιςοφται με το μθδζν 
κακϊσ τα κετικά φορτία αντιςτακμίηονται από τα αρνθτικά. Ζτςι όταν το 
pH εξιςωκεί με το pI τθσ πρωτεΐνθσ ςταματά να επθρεάηει τισ 
αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των πρωτεϊνϊν. Αυτι είναι θ ιδανικι 
κατάςταςθ τθσ πρωτεΐνθσ για τθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων. Πειραματικά 
κάτι τζτοιο δεν είναι εφικτό μζχρι πρότινοσ, για αυτό το λόγο ςε δοκιμζσ 
κρυςτάλλωςθσ δοκιμάηεται ζνα ευρφ φάςμα pH. Ωςτόςο μόνο τιμζσ pH 
που διατθροφν τθν πρωτεΐνθ ςε αναδιπλωμζνθ μορφι είναι 
αποδεκτζσ.*4+ 
 ΢υγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ 
Οι πρωτεΐνεσ κρυςταλλϊνονται ςε ζνα μεγάλο εφροσ ςυγκεντρϊςεων. 
Ζρευνεσ ζδειξαν ότι θ πικανότθτα ανάπτυξθσ κρυςτάλλων ενιςχφεται με 
τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ. Θ ςυγκζντρωςθ είναι ζνασ 
από τουσ παράγοντεσ που μποροφν να οδθγιςουν το ςφςτθμα ςε 
κατάςταςθ υπερκορεςμοφ άλλα και ςτο ςχθματιςμό ςτακερϊν πυρινων 
ςτθν αςτακι περιοχι. Αυτό ϊςτοςο δεν ςυνεπάγεται απαραίτθτα τθν 
ανάπτυξθ άψογων κρυςτάλλων. ΢υνικωσ για πειραματικζσ δοκιμζσ 
χρθςιμοποιείται ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ 10-20 mg/mL.[4]  
 Πρόςκετα 
Οποιαδιποτε ουςία διαφορετικι από το πρωτεϊνικό διάλυμα, το 
ρυκμιςτικό διάλυμα και το παράγοντα καταμνιμνιςθσ κεωρείται 
πρόςκετο. Θ κυριότερθ κατθγορία πρόςκετων είναι τα ανόργανα άλατα. 
Θ χριςθ πρόςκετων ςτθν κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν μπορεί να 
επθρεάςει τθν ανάπτυξθ των κρυςτάλλων και τθν πυρινωςθ. 
Τπάρχουν ςυνολικά επτά κατθγορίεσ μορίων ςυμφωνα με τον 
McPherson[6] που κεωροφνται πρόςκετα. Θ πρϊτθ είναι τα φυςικά 
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πρόςκετα τα οποία προςδζνονται ςτθν πρωτεΐνθ όπωσ τα ςυνζνηυμα και 
οι αναςτολείσ. Θ δεφτερθ είναι χθμικά μόρια που διατθροφν τθν 
ακεραιότθτα τθσ πρωτεΐνθσ όπωσ τα μζταλλα. Σρίτθ κατθγορία είναι τα 
δθλθτιρια, δρουν αναςτζλλοντασ τθν πυρινωςθ ι/και τθν ανάπτυξθ των 
κρυςτάλλων υψθλισ ποιότθτασ(DMSO), όταν προςτεκοφν ςε μεγάλθ 
ςυγκζντρωςθ. Θ τζταρτθ είναι οι ομοιοπολικοί διαςυνδζτεσ, οι οποίοι 
μειϊνουν τθ ςτακερότθτα πρωτεΐνθσ-προςδζτθ κακϊσ και τθν 
διαμορφωτικι κινθτικότθτα τθσ πρωτεΐνθσ. Θ πζμπτθ είναι τα 
απορρυπαντικά. Ωσ απορρυπαντικά δροφν χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 
χαοτροπικϊν και ταςιενεργϊν παραγόντων. Θ ζκτθ κατθγορία 
αποτελείται από τουσ οςμολφτεσ που βοθκοφν ςτθν αποδοχι του 
ωςμοτικοφ ςτρεσ ϊςτε να παραμείνει θ πρωτεΐνθ ςτθ φυςικι τθσ 
διαμόρφωςθ(TMAO). Θ τελευταία κατθγορία είμαι οι μθ ομοιοπολικοί 
διαςυνδζτεσ οι οποίοι είναι ικανοί να ςτακεροποιιςουν το κρυςταλλικό 
πλζγμα μζςω αναςτρζψιμων ενδομοριακϊν αλλθλεπιδράςεων.[4] 
 Καταβυκιςτικοί παράγοντεσ 
Οι καταβυκιςτικοί παράγοντεσ είναι χθμικζσ ενϊςεισ που μειϊνουν τθν  
διαλυτότθτα τθσ πρωτεΐνθσ. Ενιςχφουν τθν ζλξθ μεταξφ των μορίων και 
δρουν με δφο τρόπουσ. Ο πρϊτοσ τρόποσ είναι μεταβάλλοντασ το 
ςυντελεςτι δραςτικότθτασ του νεροφ(άλατα) και ο δεφτεροσ είναι θ 
μεταβολι τθσ διθλεκτρικισ ςτακεράσ του μζςου διαλυτοποίθςθσ κάτι 
που επιτυγχάνουν οι οργανικοί διαλφτεσ.  Οι οργανικοί διαλφτεσ 
επθρεάηουν  τισ μακρομοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ κι τισ αλλθλεπιδράςεισ 
πρωτεΐνθσ- διαλφτθ. Τπάρχει ζνα εκτεταμζνο φάςμα μορίων που δροφν 
ωσ καταβυκιςτικοί παράγοντεσ. Οι κυριότεροι οργανικόι διαλφτεσ που 
χρθςιμοποιοφνται ςτθν κρυςταλλογραφία είναι το DMSO και MPD, τα 
κυριότερα πολυμερι είναι θ πολυαικυλενογλυκόλθ διαφόρων 
ςυγκεντρϊςεων. [4] 
 Υπαρξθ υποςτρϊματοσ, ςυνενηφμου, αναςτολζα  
Θ ςυμπλοκοποίθςθ μιασ υπό κρυςτάλλωςθ πρωτεΐνθσ με ζνα φυςικό 
προςδζτθ πριν τθν διαδικαςία τθσ κρυςτάλλωςθσ μπορεί να οδθγιςει 
ςτθ ςτακεροποίθςθ και ςτθν επίτευξθ μεγαλφτερου βακμοφ 
ομοιογζνειασ των πρωτεϊνικϊν μορίων (ςυγκρυςτάλλωςθ). [5] 
 
΢ιμερα ςτθ ςάρωςθ ςυνκθκϊν με ςκοπό τον εντοπιςμό νζων ςυνκθκϊν 
κρυςτάλλωςθσ χρθςιμοποιοφνται εμπορικά kit που βαςίηονται ςτθν 
μζκοδο τθσ μθ εξαντλθτικισ ςάρωςθσ(<<Sparse Matrix>>). Σα εν λόγω kit 
χρθςιμοποιοφνται ςτα αρχικά ςτάδια των προςπακειϊν κρυςτάλλωςθσ. 
Περιλαμβάνουν ζνα ςυνδυαςμό ςυνκθκϊν pH, ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ, 
αλάτων και του καταβυκιςτικοφ παράγοντα. Ο ςυνδυαςμόσ 
προςδιορίηεται ςτατιςτικά από ςυνκικεσ που χρθςιμοποιικθκαν 
προγενζςτερα με επιτυχία. *7+ 
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1.4 Μζκοδοι Κρυςτάλλωςθσ 
Για τθν κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν ζχουν αναπτυχκεί αρκετζσ τεχνικζσ που 
οδθγοφν ζνα πρωτεϊνικό διάλυμα ςε μια υπερκορεςμζνθ κατάςταςθ. Αυτζσ που 
ςυνικωσ χρθςιμοποιοφνται είναι οι ακόλουκεσ: 
 διάχυςθ ατμϊν (vapor diffusion), που περιλαμβάνει τισ τεχνικζσ τθσ 
κρεμάμενθσ και κακιμενθσ ςταγόνασ (hanging and sitting drop), 
 μικροςπορά/μακροςπορά(microseeding/macroseeding) 
 μζκοδοσ διαπίδυςθσ (dialysis)   
 ςτατικι μζκοδοσ batch   
Οι μζκοδοι αυτζσ διαφζρουν μεταξφ τουσ ωσ προσ τθ διαλυτότθτα του 
πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ και τον τρόπο με τον οποίο εκτίκεται το διάλυμα αυτό 
ςτο διάλυμα κρυςτάλλωςθσ/ εξιςορρόπθςθσ.  
1.4.1 Διάχυςθ ατμϊν 
΢τθ μζκοδο διάχυςθσ ατμϊν μια ςταγόνα πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ 
φζρεται ςταδιακά ςε κατάςταςθ υπερκορεςμοφ μζςω τθσ διάχυςθσ 
ατμϊν από τθ ςταγόνα προσ μια μεγαλφτερθ δεξαμενι που περιζχει το 
ίδιο ρυκμιςτικό διάλυμα αλλά υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ 
καταβυκιςτικοφ παράγοντα ςε ςχζςθ με τθ ςταγόνα (διάλυμα 
εξιςορρόπθςθσ). Δφο είναι οι τεχνικζσ που ςτθρίηονται ςτθ διάχυςθ 
ατμϊν και εφαρμόηονται ευρζωσ αυτζσ τθσ κρεμάμενθσ και κακιμενθσ 
ςταγόνασ. ΢τθ τεχνικι τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ μια μικρι ςταγόνα 
μίγματοσ πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ και διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ 
τοποκετείται ςυνικωσ ςε ανολογία 1:1 (1-3μl) ςε μια μικρι γυάλινθ 
καλυπτρίδα που ςφραγίηεται αεροςτεγϊσ ανάποδα ϊςτε θ ςταγόνα να 
κρζμεται πάνω από μια μικρι δεξαμενι/πθγάδι ςε ειδικό τριβλίο 
κρυςτάλλωςθσ που περιζχει ςχετικά μεγάλο όγκο (700-1000 μl) 
διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ. Θ ςυγκζντρωςθ του κατακρυμνιςτι ςτθ 
ςταγόνα αυξάνεται λόγω τθσ μεταφοράσ νεροφ από τθ ςταγόνα ςτον 
κατακρυμνιςτι (διάχυςθ ατμϊν) μζχρι να επιτευχκεί ο κορεςμόσ. Θ 
μζκοδοσ αυτι επιτρζπει ιπιεσ και βακμιαίεσ αλλαγζσ τθσ ςυγκζντρωςθσ 
τθσ πρωτεΐνθσ και του κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα, οι οποίεσ βοθκοφν 
ςτο ςχθματιςμό μεγάλων και καλά οργανωμζνων κρυςτάλλων. (Εικόνα 
3) [4] 
Θ τεχνικι τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ διαφοροποιείται μόνο από το 
γεγονόσ ότι ςτθν τελευταία θ ςταγόνα τοποκετείται (κάκεται) ςε ζνα 
βοκρίο το οποίο διαχωρίηεται από τθ δεξαμενι (Εικόνα 2) Θ 
προετοιμαςία τθσ μεκόδου τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ είναι απλι είτε 
πρόκειται για δοκιμι με το χζρι είτε για δοκιμι με τθ χριςθ ρομπότ 
επιτρεποντασ τθ διαλογθ ενόσ μεγάλου αρικμοφ ςυνκθκϊν 
κρυςτάλλωςθσ. [4] 
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1.4.2 Μζκοδοσ Διαπίδυςθσ 
΢ε αυτι τθ  μζκοδο το πρωτεινικό διάλυμα διαχωρίηεται από το διάλυμα 
εξιςορρόπθςθσ διαμζςου θμιπερατισ μεμβράνθσ. Θ πρωτεϊνικι 
ςυγκζντρωςθ ςτθν οποία επιτυγχάνεται θ κρυςτάλλωςθ προςεγγίηεται 
αργά μζςω διάχυςθσ και εξιςορρόπθςθσ των μορίων του 
καραβυκιςτικοφ παράγοντα διαμζςου τθσ θμιπερατισ μεμβράνθσ. Με 
τθν προχπόκεςθ ότι τα μόρια του καταβυκιςτικοφ είναι μικρά μποροφν 
εφκολα να ειςχωριςουν διαμζςου τθσ μεμβράνθσ διαπίδυςθσ και να 
εξιςορροπιςουν αργά τθν πρωτεΐνθ με το καταβυκιςτικό διάλυμα. Θ 
μζκοδοσ αυτι επιτρζπει τθν αλλαγι του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 
εξιςορρόπθςθσ ζωσ ότου θ ςωςτι ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ επιτευχκεί. Θ 
ταχφτθτα εξιςορρόπθςθσ μπορεί να τροποποιθκεί μεταβάλλοντασ τισ 
ςυγκεντρϊςεισ των διαλυμάτων εκατζρωκεν τθσ μεμβράνθσ. Μπορεί να 
χρθςιμοποιθκοφνε ςακουλάκια διαπίδυςθσ όταν διατίκενται μεγάλεσ 
ποςότθτεσ πρωτεΐνθσ ι ςωλινεσ μικροδιαπίδυςθσ (button) θ μζκοδοσ 
αυτι δεν είναι ςυμβατι με χριςθ διαλυμάτων PEG ωσ καταβυκιςτικϊν 
παραγόντων.[4] 
 
1.4.3 Μικροςπορά/ μακροςπορά (microseeding/macroseeding) 
Θ πυρινωςθ είναι ο ςχθματιςμόσ των πρϊτων ταξινομθμζνων 
ςυςςωματωμάτων των μορίων τθσ πρωτεΐνθσ. Σο ςυςςωματϊματα που 
δθμιουργοφνται αποτελοφν ζνα πρότυπο ανάπτυξθσ για τον κρφςταλλο 
κακϊσ πάνω ςε αυτά προςκολλϊνται επιπλζον μόρια τθσ πρωτεΐνθσ.[8] 
Για το λόγο αυτό πολλζσ φορζσ είναι επικυμθτι θ προγενζςτερθ 
ανάπτυξθ κρυςτάλλων που ζχουν προκφψει από ζνα ςε μεγάλο βακμό 
υπζρκορο διάλυμα με αποτζλεςμα τον κακόμορφο ςχθματιςμό 
κρυςτάλλων. Για τθν αποφυγι ςχθματιςμοφ ςυςςωματωμάτων αλλά και 
για τθν προςφορά ςτθν υπό μελζτθ πρωτεΐνθ ενόσ προτφπου ανάπτυξθσ 
για το ςχθματιςμό κρυςτάλλων επάγεται ανάπτυξθ κατά κατευκυνόμενο 
Εικόνα 3: Μζκοδοσ διάχυςθσ ατμϊν, 
επάνω φαίνεται θ κρεμάμενθ ςταγόνα 
ενϊ κάτω θ κακιμενθ *7+ 
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τρόπο ςε χαμθλά επίπεδα υπερκορεςμοφ. Αυτό επιτυγχάνεται με τθν 
τεχνικι τθσ ςποράσ(seeding) [5]. Θ τεχνικι τθσ ςποράσ υποδιαιρείται ςε 
δφο κατθγορίεσ ανάλογα με το μζγεκοσ των πυρινων[9]: 
 μικροςπρορά(microseeding), μεταφορά ςτο διάλυμα 
μικροςκοπικϊν κρυςτάλλων που λόγω του μικροφ τουσ μεγζκουσ 
δεν είναι διακριτοί μεμονωμζνα 
 μακροςπορά(macroseeding), θ μεταφορά ενόσ μόνο κρυςτάλλου, 
ςυνικωσ 5-50 μm. 
Και ςτισ δφο τεχνικζσ ςποράσ το διάλυμα ςτο οποίο προςτίκενται πρζπει 
να είναι ελαφρϊσ υπερκορεςμζνο(μεταςτακερι περιοχι Διάγραμμα 2) 
ϊςτε να επαχκεί θ ελεγχόμενθ αργι ανάπτυξθ του κρυςτάλλου.*5+ ΢ε 
υψθλά επίπεδα υπερκορεςμοφ προκφπτει θ ανάπτυξθ πάρα πολλϊν 
κρυςτάλλων μικρότερου μεγζκουσ.*8] 
Ζνα μειονζκτθμα τθσ τεχνικισ τθσ μικροςποράσ είναι ότι δεν μπορεί να 
ελεγχκεί ο αρικμόσ των πυρινων που προςτίκενται ςτο διάλυμα 
κρυςτάλλωςθσ. Για να επιτευχκεί ςε κάποιο βακμό ζλεγχοσ τον 
ειςαγϊμενων πυρινων πραγματοποιείται αραίωςθ του αρχικοφ 
διαλφματοσ πυρινων. ΢υνικωσ προςτίκεται 1 μl διαλφματοσ πυρινων 
ςτο διάλυμα κρυςτάλλωςθσ.(Εικόνα 4) Όταν υπάρχουν πολλοί πυρινεσ 
ςτο διάλυμα αναπτφςςονται πολλοί μικροφ μεγζκουσ κρφςταλλοι ενϊ 
όταν θ ςυγκζντρωςθ των πυρινων είναι ανεπαρκισ θ ςταγόνα 
παραμζνει κακαρι.[5] 
΢τθν τεχνικι τθσ μακροςποράσ οι πυρινεσ που μεταφζρονται ςτο 
διάλυμα κρυςτάλλωςθσ είναι αρκζτα μεγάλοι ςε μζγεκοσ. Σο μζγεκοσ 
τοφσ επιτρζπει τθ μεταφορά τουσ με τθ χριςθ μικροςκοπίου. Ο 
κρφςταλλοσ-πυρινασ περνάει από ςτάδια πλφςθσ με διαλφματα 
μεταφοράσ. Αυτό γίνεται ϊςτε να αποφευχκεί θ ψευδισ πυρινωςθ κατά 
τθν οποία μικρά μόρια πυρινων προςκολλϊνται ςτισ επιφάνειεσ του 
κρυςτάλλου-πυρινα. Σα ςτάδια πλφςθσ που πυρινα οδθγοφν ςε 
περιοριςμζνθ διάλυςθ του για τθν ανανζωςθ των επιφανειϊν του με 
ςκοπό τθν άμεςθ προϊκθςθ τθσ ανάπτυξθσ κρυςτάλλου. *5+ 
 
 
 
 
Εικόνα 4: Η τεχνικι τθσ 
μικροςποράσ. Αρχικά γίνεται 
κραφςθ των κρυςτάλλων με τθ 
χριςθ γυάλινων ςφαιριδίων 
και ςτθ ςυνζχεια 
πραγματοποιείται αραίωςθ 
του διαλφματοσ. [5] 
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1.4.4 Μζκοδοσ batch   
΢ε αντίκεςθ με τισ υπόλοιπεσ μεκόδουσ ςτισ οποίεσ το πρωτεϊνικό 
διάλυμα μεταβαίνει ςταδιακά ςτθν κατάςταςθ υπερκορεςμοφ, ϊςτε να 
ζρκει ςε ιςορροπία με το περιβάλλον του, ςτθ μζκοδο batch ο 
υπερκορεςμόσ επζρχεται άμεςα κατά τθν ανάμειξθ των διαλυμάτων. Σο 
δείγμα τθσ πρωτεΐνθσ αναμιγνφεται με τον καταβυκιςτικό παράγοντα και 
τα κατάλλθλα πρόςκετα για να δθμιουργθκεί ζνα ομοιογενζσ μζςο 
κρυςτάλλωςθσ και ςφαγίηεται ςε ειδικοφσ ςωλινεσ. (Εικόνα 5Α) ΢ε ζνα 
πείραμα ςτατικισ μεκόδου δεν υπάρχει διερεφνθςθ του διαγράμματοσ 
φάςθσ, επειδι οι αρχικζσ ςυνκικεσ παραμζνουν ςτακερζσ για δφο, τρεισ 
εβδομάδεσ. Σο γεγονόσ αυτό, αφενόσ είναι κετικό γιατί μασ επιτρζπει να 
γνωρίηουμε επακριβϊσ τισ ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ κρυςταλλϊκθκε το 
ςφςτθμα, αφετζρου όμωσ για τθν εφαρμογι τθσ μεκόδου απαιτείται να 
γνωρίηουμε με αρκετι ακρίβεια τισ ςυνκικεσ που είναι κατάλλθλεσ για 
τθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων πριν τθν ζναρξθ τθσ πειραματικισ 
διαδικαςίασ. Πλεονζκτθμα τθσ μεκόδου αποτελεί ότι κακϊσ τα δείγματα 
δεν εκτίκενται κακόλου ςτον αζρα κατά τθ διάρκεια τθσ κρυςτάλλωςθσ, 
προςτατεφονται από τουσ ρφπουσ που μπορεί να περιζχει ο αζρασ. Σο 
κφριο μειονζκτθμα αυτισ τθσ μεκόδου είναι ότι ςε πολλζσ περιπτϊςεισ θ 
εξιςορρόπθςθ λαμβάνει χϊρα πολφ γριγορα, επθρεάηοντασ ζτςι τον 
ρυκμό αφξθςθσ των κρυςτάλλων και ςυνεπϊσ τθν ποιότθτα των 
κρυςτάλλων.  Παραλλαγζσ αυτισ τθσ μεκόδου αποτελοφν θ μζκοδοσ 
microbatch με ζλαιο και microbatch χωρίσ ζλαιο. ΢τισ μεκόδουσ 
microbatch χρθςιμοποιοφνται πολφ μικροί όγκοι διαλυμάτων. Για το 
λόγο αυτό χρθςιμοποιοφνται ειδικά τριβλία κρυςτάλλωςθσ ικανά να 
δεχτοφν μικροφσ όγκουσ διαλφματοσ τα οποία ςφαγίηονται με ειδικζσ 
ταινίεσ. ΢τθ μζκοδο με ζλαιο θ εξάτμιςθ των ςταγονιδίων εμποδίηεται 
από τθν προςκικθ ελαίου που ζχει ςαν αποτζλεςμα τθ δθμιουργία δυο 
φάςεων με το διάλυμα κρυςτάλλωςθσ να βρίςκεται κάτω από το ζλαιο.  
(Εικόνα 5Β). ΢τθ τεχνικι microbatch χωρίσ ζλαιο θ πρωτεΐνθ και ο 
καταβυκιςτικόσ παράγοντασ αναμειγνφονται ςτθν τελικι τουσ 
ςυγκζντρωςθ ςτθν αρχι του πειράματοσ. Θ ςταγόνα ςτθ ςυνζχεια 
αποκθκεφεται παρουςία μιασ δεξαμενισ με τθν ίδια ςυγκζντρωςθ 
καταβυκιςτικοφ παράγοντα, για να αποφευχκεί θ εξάτμιςθ τθσ. Θ 
κρυςτάλλωςθ ςυνικωσ ςυμβαίνει χρθςιμοποιϊντασ το 60% -80% τθσ 
ςυγκζντρωςθσ του καταβυκιςτικοφ παράγοντα που απαιτείται ςτο 
πείραμα τθσ μεκόδου κρεμάμενθσ ςταγόνασ. Σο πλεονζκτθμα αυτισ τθσ 
διαδικαςίασ είναι θ εξάλειψθ του ςθμαντικότερου μειονεκτιματοσ τθσ 
μεκόδου microbatch υπό ζλαιο, δθλαδι θ βραδεία εξάτμιςθ του νεροφ 
από τισ ςταγόνεσ κρυςτάλλωςθσ που μερικζσ φορζσ καταλιγει ςτο 
ςχθματιςμό κρυςτάλλων άλατοσ που παρεμβαίνουν ςτθν ανάπτυξθ των 
πρωτεϊνικϊν κρυςτάλλων. [4] 
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Άλλεσ πιο εξειδικευμζνεσ τεχνικζσ ανάπτυξθσ κρυςτάλλων είναι θ ελεφκερθ 
διάχυςθ διεπιφάνειασ (Free Interface Diffusion), θ κρυςτάλλωςθ ςε πθκτι (Gel 
Crystallization)  και θ αντίςτροφθ διάχυςθ ςε πθκτι (Counter-Diffusion in Gel). 
[4]  
Για τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ χρθςιμοποιικθκαν οι 
μζκοδοι: διάχυςθσ ατμοφ και ςυγκεκριμζνα θ μζκοδοσ τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ,  
θ ςτατικι μζκοδοσ batch, θ μζκοδοσ microbatch κακϊσ και θ τεχνικι τθσ 
μικροςποράσ. 
1.5 Χαρακτθριςμόσ αποτελεςμάτων κρυςτάλλωςθσ και ανάλυςθ 
Σο πρϊτο βιμα ςτθν ανάλυςθ των πειραμάτων κρυςτάλλωςθσ είναι θ 
ταξινόμθςθ των αποτελεςμάτων, θ οποία μπορεί να γίνει είτε μζςω 
αυτοματοποιθμζνων ςυςτθμάτων απεικόνιςθσ είτε με τθ χριςθ ενόσ απλοφ 
ςτερεοςκοπίου. Παρόλο που τα αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα απεικόνιςθσ 
παρζχουν το πλεονζκτθμα τθσ εξζταςθσ πολλϊν πειραμάτων ςε μικρό 
χρονικό διάςτθμα εντοφτοισ θ χειρωνακτικι ανάλυςθ μπορεί να επιςθμάνει 
αποτελζςματα που παραλιφκθςαν από το αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα. 
Θ καταγραφι και αρχειοκζτθςθ των αποτελεςμάτων είναι κακοριςτικισ 
ςθμαςίασ για τθν μετζπειτα ανάλυςθ των αποτελεςμάτων. *10+  
Τπάρχει ζνα ςφνολο αποτελεςμάτων που μπορεί να προςδιοριςτεί με 
ςαφινεια όταν γίνεται παρατιρθςθ των κρυςταλλογραφικϊν πειραμάτων 
μζςω ςτερεοςκοπίου. Αυτά είναι θ δθμιουργία κακαρισ ςταγόνασ, ο 
διαχωριςμόσ φάςεων, ο ςχθματιςμόσ ιηιματοσ ι δζρματόσ και θ φπαρξθ μθ 
κρυςταλλικϊν ξζνων ςωμάτων και φυςικά θ φπαρξθ κρυςτάλλων. *10+ 
 
Κακαρι ςταγόνα 
΢ε μια κακαρι ςταγόνα υπάρχει μόνο θ υγρι φάςθ που δείχνει ότι το δείγμα 
είναι εντελϊσ διαλυτό εντόσ των ορίων του ςυςτιματοσ απεικόνιςθσ. 
(Εικόνα 6.1) Σο διάλυμα μπορεί απλϊσ να είναι ακόρεςτο (μακριά από τισ 
ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ), αλλά αν οι χθμικζσ ςυνκικεσ είναι κατάλλθλεσ για 
τθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων, τότε το ςφςτθμα μπορεί να βρίςκεται ςε 
μεταςτακερι υπερκορεςμζνθ κατάςταςθ. Αν και με βάςθ τθν εμφανίςθ μια 
κακαρι ςταγόνα ςτθν ακόρεςτθ κατάςταςθ είναι πανομοιότυπθ με μια 
κακαρι ςταγόνα που βρίςκεται ςτθ μεταςτακερι ηϊνθ, ωςτόςο ανικουν ςε 
Εικόνα 5: (Α) ΢τατικι μζκοδοσ Batch, (B) Μζκοδοσ Microbatch (3) 
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δφο διαφορετικζσ κερμοδυναμικζσ καταςτάςεισ. Θ πρϊτθ παρζχει ζνα όριο 
ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων ενϊ θ δεφτερθ αποτελεί κεντρικό ςθμείο για τθν 
ανάπτυξθ. Αντίκετα οι απομονωμζνεσ κακαρζσ ςταγόνεσ μασ παρζχουν 
περιοριςμζνεσ πλθροφορίεσ. Πρζπει να δίνει διάκριςθ μεταξφ ςταγόνων ςτθ 
μεταςτακερι κατάςταςθ και ακόρεςτων ςταγόνων. Ο πιο απλόσ τρόποσ 
διάκριςθσ βαςίηεται ςτθ χθμικι τουσ εγγφτθτα με ςυνκικεσ  που οδιγθςαν 
ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων. Οι ακόρεςτεσ ςυνκικεσ κα δίνουν ςε μεγάλο 
βακμό κακαρζσ ςταγόνεσ ςε ςυγγενικά χθμικά πειράματα. ΢ε αντιδιαςτολι 
οι ςυνκικεσ τθσ μεταςτακερισ ηϊνθσ οδθγοφν ςε διαφορετικά 
αποτελζςματα ςε ςυγγενικά πειράματα(ςχθματιςμόσ ιηιματοσ, διαχωριςμόσ 
φάςεων, κλπ). [10] 
 
Διαχωριςμόσ φάςεων  
Ο διαχωριςμόσ φάςεων κεωρείται ωσ φπαρξθ ςταγόνασ μζςα ςε ςταγόνα, 
μορφζσ παρόμοιεσ με αυτζσ που προκφπτουν από τθν ανάμιξθ λαδιοφ με 
ξφδι. (Εικόνα 6.2, 6.3) Πειραματικζσ και κεωρθτικζσ μελζτεσ καταδεικνφουν 
το ςχθματιςμό του μθ αναμείξιμου διαχωριςμοφ φάςθσ υγροφ-υγροφ ςτθν 
μεταςτακερι περιοχι του διαγράμματοσ φάςθσ. Αυτόσ ο διαχωριςμόσ 
φάςθσ ςυμβαίνει μόνο όταν υπάρχουν μικρισ εμβζλειασ, ι / και εξαιρετικά 
ανιςότροπθ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των μορίων τθσ πρωτεΐνθσ. Περαιτζρω 
πειραματικά ςτοιχεία καταδεικνφουν ότι αυτι θ περιοχι ςυνδζεται με 
ςυνκικεσ που εμπλζκονται ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων. [10] 
Ο διαχωριςμό φάςεων είναι μια κατάςταςθ του διαλφματοσ που ςυχνά 
ςυγχζεται με τθ δθμιουργία ςτθ ςταγόνα μορφϊν που καλοφνται 
ςφαιρουλίτεσ(Eικόνα 7). Οι ςφαιρουλίτεσ είναι ςτερεοί και τα άκρα τουσ δεν 
είναι ςτρόγγυλα όπωσ ςυμβαίνει με τα υγρά και ζλαια ςτο διαχωριςμό 
φάςεων. Αυτά είναι δυο χαρακτθριςτικά που τουσ διαχωρίηουν από τισ 
μορφζσ που εμφανίηει θ ςταγόνα όταν υφίςταται διαχωριςμό φάςεων. *11+ 
 
 
 
΢χθματιςμόσ ιηιματοσ 
Θ κατακριμνιςθ (ςχθματιςμόσ ιηιματοσ) υποδεικνφει ότι οι ςυνκικεσ 
κρυςτάλλωςθσ ζχουν οδθγιςει το διάλυμα τθσ πρωτεΐνθσ ςε κατάςταςθ 
Εικόνα 7: ΢φαιρουλίτεσ *11+ 
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υπερκορεςμοφ. Αυτό υποδεικνφει ότι οι βιοχθμικζσ ςυνκικεσ ζχουν 
οδθγιςει το δείγμα τθσ πρωτεΐνθσ ςε κατάςταςθ υπερκορεςμοφ πζρα από 
το επίπεδο που απαιτείται για ανάπτυξθ μονϊν κρυςτάλλων. Σο ίηθμα 
μπορεί να είναι δφο μορφϊν, κακό (άμορφο) ι καλό (μικροκρυςταλλικό) 
(Εικόνα 6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8). Σο άμορφο ίηθμα μπορεί να ζχει ςκοφρο καφζ 
χρϊμα, ςυχνά ςχθματίηει δζρμα ςτθν ςταγόνα, δεν επαναδιαλυτοποιείται, 
δεν απορροφά χρωςτικζσ και δεν μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ωσ διάλυμα 
πυρινων. Σο κρυςταλλικό ίηθμα είναι θ ςυςςωμάτωςθ πρωτεϊνϊν όπου το 
χθμικό περιβάλλον επιτρζπει τθ φυςικι διαμόρφωςθ να παραμείνει 
ανζπαφθ και οδθγοφν ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων με ελάχιςτεσ δυνατότθτεσ 
βελτίωςθσ. Σα κρυςταλλικά ιηιματα ζχουν ςχιμα, μπορεί να είναι αμμϊδθ,  
μπορεί να εμφανίηουν διχρωμία (ανάλογα με τον προςανατολιςμό και τθν 
ςυμμετρία των κρυςτάλλων), επαναδιαλυτοποιοφνται, απορροφοφν 
χρωςτικι και μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ διάλυμα πυρινων. [10]   
 
 
 
 
 
΢χθματιςμόσ δζρματοσ 
Ο ςχθματιςμόσ του δζρματοσ είναι ζνα λεπτό ςτρϊμα μετουςιωμζνθσ 
πρωτεΐνθσ που κάτω από το ςτερεοςκόπιο μπορεί να μοιάηει με ζνα ςτρϊμα 
πτυχωτοφ πλαςτικοφ περιτυλίγματοσ ςτθν επιφάνεια τθσ ςταγόνασ. Αυτό το 
δζρμα μπορεί να απομακρυνκεί από τθν ςταγόνα χρθςιμοποιϊντασ 
μικροεργαλεία, όπωσ μια βελόνα, και ςυχνά ζχει μια ομοιομορφία παρόμοια 
με το ιςτό τθσ αράχνθσ που μπορεί δφςκολα να απομακρυνκεί από τουσ 
εφκραυςτουσ κρυςτάλλουσ. Σο δζρμα είναι μια μορφι  απορρόφθςθσ τθσ 
πρωτεΐνθσ ςτθ διεπιφάνεια είτε είναι διάλυμα / ζλαιο ι διάλυμα / αζρασ, 
είτε διάλυμα / επιφάνεια όπωσ τα πλαςτικά και γυάλινα υλικά που ςυνικωσ 
καλφπτουν τθ ςταγόνα. (Εικόνα 7)  
 
Εικόνα 6: Σφποι ςταγόνων (1) Κακαρι ςταγόνα, (2, 3) Διαχωριςμόσ φάςεων, 
(4-8) Κηθμα, (9) Κρφςταλλοι, (10) Μθ κρυςταλλικό ξζνο ςϊμα  
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1.6 Πθγζσ ακτίνων – Χ και ςυλλογι κρυςταλλογραφικϊν δεδομζνων 
Θ ικανότθτα των κρυςτάλλων να περικλοφν ακτίνεσ Χ, οδιγθςε ςτθ γζννθςθ  
τθσ κρυςταλλογραφίασ ακτίνων Χ, που χρθςιμοποιεί τα διαγράμματα 
περίκλαςθσ για τθν αποκάλυψθ των κζςεων των ατόμων μζςα ςτον 
κρφςταλλο. Οι ακτίνεσ Χ είναι θλεκτρομαγνθτικι ακτινοβολία μικουσ 
κφματοσ 0,1-100 Å. Ακτίνεσ-Χ ςτο χριςιμο εφροσ για κρυςταλλογραφία 
μποροφν να παραχκοφν όταν θλεκτρόνια μεταβαίνουν από μια υψθλότερθ 
ςε μια χαμθλότερθ ενεργειακι κατάςταςθ. Όταν ζνα θλεκτρόνιο υψθλισ 
ενζργειασ ςυγκροφεται με ζνα άλλο θλεκτρόνιο οδθγεί ςτθν πτϊςθ του 
θλεκτρονίου από το υψθλότερο τροχιακό ςτθν προκφπτουςα κζςθ , 
εκπζμποντασ τθν περίςςεια τθσ ενζργειασ ωσ φωτόνιο ακτίνων Χ. Οι ακτίνεσ 
Χ ςυγκεκριμζνου μικουσ κφματοσ που παράγονται μζςω βομβαρδιςμοφ 
μιασ μεταλλικισ πλάκασ θ οποία ονομάηεται άνοδοσ (ςυνθκζςτερα χαλκόσ, 
μολυβδαίνιο ι χρϊμιο) με θλεκτρόνια που παράγονται από ζνα 
κερμαινόμενο νιμα και επιταχφνεται από το θλεκτρικό πεδίο είναι γνωςτζσ 
ωσ μονοχρωματικι δζςμθ ακτίνων-Χ. [12,13]  
Τπάρχουν τρεισ κοινζσ πθγζσ ακτίνων Χ, οι ςωλινεσ ακτίνων Χ (ςτθν 
πραγματικότθτα μια κάκοδοσ τφπου τθλεοπτικοφ ςωλινα), περιςτρεφόμενοι 
ςωλινεσ ανόδου και κυκλικοί επιταχυντζσ ςωματιδίων (Εικόνα 8), οι οποίοι 
παράγουν ακτινοβολία ςυγχροτρονίων ςτθν περιοχι των ακτίνων Χ. ΢ε ζνα  
ςωλινα ακτίνων Χ, τα θλεκτρόνια από ζνα καυτό νιμα (κάκοδοσ) 
επιταχφνονται από θλεκτρικά φορτιςμζνεσ πλάκεσ και ςυγκροφονται με το 
μζταλλο ςτόχο (άνοδοσ) το οποίο ψφχεται μζςω διοχζτευςθσ νεροφ (Εικόνα 
9a). Οι ακτίνεσ Χ παράγονται ςε χαμθλζσ γωνίεσ από τθν άνοδο και 
εξζρχονται από το ςωλινα μζςω παρακφρων βθρυλλίου. [12,13] 
 
Εικόνα 7: ΢χθματιςμόσ δζρματοσ 
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Θ παραγωγι ακτίνων Χ μζςω των ςωλινων είναι περιοριςμζνθ λόγω τθσ 
ποςότθτασ τθσ κερμότθτασ που πρζπει να απαλυφκεί ςτθν άνοδο μζςω του 
νεροφ που κυκλοφορεί ςε αυτι. Τψθλότερθ παραγωγι ακτίνων Χ 
Εικόνα 9: Πθγζσ ακτίνϊν-Χ, a) ςωλινασ ακτίνων-Χ, b) πθγι 
περιςτεφόμενθσ ανόδου [12] 
 
Εικόνα 8: Πειραματικι διάταξθ ςυμβατικισ πθγισ ακτίνων-Χ (SuperNova X-ray 
Diffraction System, Rigaku Oxford Diffraction) του Εκνικοφ Ιδρφματοσ Ερευνϊν ςτθν 
Ακινα. Απεικονίηεται ςε κόκκινο κφκλο θ πθγι ακτίνων Χ, με κόκκινο βζλοσ θ κζςθ 
ςτερζωςθσ του κρυςτάλλου (γωνιόμετρο), με γαλάηιο κφκλο ο ανιχνευτισ και με 
πορτοκαλι βζλοσ θ αντλία από όπου γίνεται εκροι του υγροφ αηϊτου. ΢τα αριςτερά 
βρίςκεται το ςτερεοςκόπιο. 
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επιτυγχάνεται από τισ πθγζσ περιςτρεφόμενθσ ανόδου όπου ο ςτόχοσ είναι 
ζνασ ταχζωσ περιςτρεφόμενοσ μεταλλικόσ δίςκοσ ϊςτε να κερμαίνονται 
διαφορετικζσ περιοχζσ του. (Εικόνα 9b). [12] 
Οι κυκλικοί επιταχυντζσ ςωματιδίων (κυκλοςυγχροτρόνια ι απλά 
ςυγχροτρόνια) αποτελοφν τισ πιο ιςχυρζσ πθγζσ ακτίνων Χ.(Εικόνα 10) ΢τουσ 
γιγαντιαίουσ αυτοφσ κυκλικοφσ επιταχυντζσ, τα θλεκτρόνια ι τα ποηιτρόνια 
κινοφνται  με ταχφτθτεσ που πλθςιάηουν τθν ταχφτθτα του φωτόσ, που 
οδθγείται από τθν ενζργεια πομπϊν ραδιοςυχνοτιτων και διατθρείται ςε 
κυκλικι τροχιά από ιςχυροφσ μαγνιτεσ. Σο ςωματίδια αυτά παράγουν πολφ 
ιςχυρι ακτινοβολία ςε όλα τα μικθ κφματοσ, από τισ μικροφ μικουσ 
κφματοσ ακτίνεσ γάμα ωσ το ορατό φωσ.  Ζνα φορτιςμζνο ςϊμα όπωσ ζνα 
θλεκτρόνιο εκπζμπει ενζργεια (ακτινοβολία synchrotron) όταν ωκείται ςε 
περιςτροφικι κίνθςθ, και αυτι θ ενζργεια εκπζμπεται ωσ ακτίνεσ Χ. Οι 
βοθκθτικζσ ςυςκευζσ που ονομάηονται wigglers προκαλοφν επιπλζον κάμψθ 
τθσ δζςμθσ, αυξάνοντασ  τθν ζνταςθ τθσ ακτινοβολίασ. ΢υςτιματα  
κατόπτρων εςτίαςθσ και μονοχρωματοποιθτϊν που εφάπτονται ςτουσ 
κυκλικοφσ επιταχυντζσ παρζχουν ιςχυρζσ μονοχρωματικζσ ακτίνεσ Χ ςε 
επιλζξιμα μικθ κφματοσ, αρκετά πιο ιςχυρζσ ςυγκριτικά με αυτζσ που 
παράγονται από ςυμβατικζ πθγζσ. Αυτό παρζχει το πλεονζκτθμα ςυλλογισ 
κρυςταλλογραφικϊν δεδομζνων από μικροφ μεγζκουσ κρυςτάλλουσ (50μm 
ι/και μικρότερουσ). Σο περικλαςίγραμμα που προκφπτει είναι μεγαλφτερθσ 
ευκρίνειασ και ςυνεπϊσ οδθγεί ςε πιο ακριβείσ δομζσ. [12,13] 
Οι πολυχρωματικζσ δζςμεσ ακτίνων-Χ παράγονται χρθςιμοποιϊντασ ειδικό 
εξοπλιςμό ο οποίοσ επιτρζπει τθ διζλευςθ ακτινοβολίασ ακτίνων-Χ με μικθ 
κφματοσ από 0,2-2,0 Αν και οι πθγζσ ςυγχροτρόνων είναι διακζςιμεσ μόνο 
ςτουσ κυκλικοφσ επιταχυντζσ ςωματιδίων εντοφτοισ αυτζσ οι ζντονεσ δζςμεσ 
ζχουν πολλά πλεονεκτιματα. Δεδομζνα περίκλαςθσ ακτίνων Χ που απαιτοφν 
πολλζσ ϊρεσ ζκκεςθσ ςε μια ςυμβατικι πθγι μποροφν να λθφκοφν ςε 
δευτερόλεπτα ι λεπτά ςε μια πθγι ςυγχροτρόνου.  
Οι ανακλάςεισ που προκφπτουν από τθν ζκκεςθ του κρυςτάλλου ςε 
ακτινοβολία ακτίνων Χ καταγράφονται από ανιχνευτζσ. Τπάρχουν πολλοί 
τφποι ανιχνευτϊν οι πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενοι είναι οι ανιχνευτζσ 
ςυςκευζσ ςυηευγμζνου φορτίου (CCD). Οι εντάςεισ τθσ ανάκλαςθσ μποροφν 
να μετρθκοφν μζςω μετρθτϊν ςπινκθριςμοφ, οι οποίοι μετροφν τα φωτόνια 
των ακτίνων Χ.  Tα δεδομζνα μεταφζρονται απευκείασ ςτον υπολογιςτι 
όπου γίνεται θ ςφνκεςθ και επεξεργαςία του περικλαςιγράμματοσ. Ο τρόποσ 
λειτουργίασ των μετρθτϊν ςπινκθριςμοφ βαςίηεται ςτο φωςφορίηον υλικό 
που περιζχουν. Σο υλικό αυτό παράγει λάμψθ φωτόσ όταν απορροφά ζνα 
φωτόνιο ακτίνων Χ. Οι λάμψεισ που προκφπτουν μετροφνται από ζνα 
φωτοκφτταρο. Θ κρυςταλλογραφία μακρομορίων απαιτεί μζςα για τθ 
ςυλλογι πολλϊν ανακλάςεων ταυτόχρονα. *12+ 
Σα τελεταία χρόνια ωσ ανιχνευτζσ χρθςιμοποιοφνται ςυςκευζσ ςυηευγμζνου 
φορτίου (CCD) που χρθςιμεφουν ςτθ μζτρθςθ φωτονίων. Σα CCD αποτελοφν 
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ςτερεοςτατικζσ ςυςκευζσ οι οποίεσ ςυςςωρεφουν θλεκτρόνια αναλογικά με 
τθν ποςότθτα του φωτόσ που δζχονται μζςω τθσ ακτινοβολίασ. Ζνα 
προςπιπτϊν φωτόνιο αναγκάηει ζνα θλεκτρόνιο να μεταβεί ςε μια 
υψθλότερθ κατάςταςθ ενζργειασ επιτρζποντασ του να κινθκεί και να 
παγιδευτεί μζςα ςε μια κετικά φορτιςμζνθ περιοχι ςτο κζντρο του 
εικονοςτοιχείου (Εικόνα 11). Σα δεδομζνα μεταφζρονται ςτον υπολογιςτι 
μετά τθν ολοκλιρψωςθ τθσ διαδικαςίασ επομζνων οι ανιχνευτζσ CCD δεν 
παραςιάηουν κάποιο όριο ςτο ρυκμό μζτρθςθσ των φωτονίων κακϊσ 
ςτεροφνται νεκροφ χρόνου.[12] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 11: Περικλαςίγραμμα που προζκυψε από περίκλαςθ 
ακτινϊν Χ κρυςτάλλου τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου b. [14] 
Εικόνα 10: ΢υγχροτρονιακι πθγι ακτίνων-Χ τθσ εταιρίασ ESRF Grenoble 
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1.7 ΢υςτιματα Robot και κρυςταλλογραφία υψθλισ απόδοςθσ(High-
throughput)  
Θ κρυςταλλογραφία υψθλισ απόδοςθσ κατζχει ζνα ςθμαντικό ρόλο ςτθν 
προςζγγιςθ για τθν ανακάλυψθ νζων φαρμακευτικϊν ςκευαςμάτων. Ζχει 
επιτευχκεί αρκετά μεγάλθ πρόοδοσ των μζςων για άμεςθ και 
αποτελεςματικι ςυλλογι κρυςταλλογραφικϊν δεδομζνων.  
Θ πρόοδοσ που ζχει ςθμειωκεί ςτα ςυςτιματα robot και μικροζγχυςθσ 
ζδωςε τθ δυνατότθτα διερεφνθςθσ ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ με αρκετά 
μικρι ποςότθτα πρωτεΐνθσ, λίγα μόνο χιλιοςτόγραμμα (mg) είναι 
απαραίτθτα για τθ διερεφνθςθ εκατοντάδων ςυνκθκϊν. (Εικόνα 12) Θ 
ανάπτυξθ και θ εφαρμογι τθσ εργαςτθριακισ ρομποτικισ κατζςτθςε εφικτι 
τθν κρυςταλλογραφία υψθλισ απόδοςθσ. Γι’αυτό το λόγο, ζχουν αναπτυχκεί 
αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα και όργανα για τθν επιτάχυνςθ τθσ 
διαδικαςίασ  τθσ κρυςτάλλωςθσ. Σα robot κρυςταλλϊςεων είναι ικανά να 
διερευνοφν με ακρίβεια και αξιοπιςτία χιλιάδεσ ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ. Θ 
χριςθ τουσ περιορίηει τον αρικμό των λακϊν ςτον ελάχιςτον δυνατό. Σα 
πλεονεκτιματα που διακζτουν ζναντι των ανκρϊπων είναι ότι τα robot είναι 
ακοφραςτα, ακριβι και αποτελεςματικά. Σο πιο ςθμαντικό όμωσ 
πλεονζκτθμα είναι ότι χρθςιμοποιοφν πολφ μικρζσ ποςότθτεσ βιολογικοφ 
δείγματοσ για τθν πραγματοποίθςθ πολυάρικμων δοκιμϊν.  ΢υνικωσ 
αναπτφςουν ςταγόνεσ όγκου τθσ τάξθσ των μικρολίτρων, ενϊ ςε κάποιεσ 
περιπτϊςεισ και νανολίτρων. Ωςτόςο, θ τεχνικι με τθν οποία λειτουργεί το 
robot γιγαντϊνει τισ απαιτιςεισ για αυτοματοποιθμζνα όργανα 
μικροφωτογραφίασ, αποκικευςθσ και χειριςμοφ. Οι εγκαταςτάςεισ υψθλισ 
απόδοςθσ χρθςιμοποιοφν επί του παρόντοσ οπτικά ςυςτιματα και κάμερεσ 
για να ελζγχουν ρομποτικά και περιοδικά τα δείγματα και να αποκθκεφουν 
αρχεία εικόνων. [5]  ΢τισ ςφγχρονεσ υποδομζσ ςυγχροτρονιακισ 
ακτινοβολίασ αναπτφςςονται νζεσ τεχνικζσ αιχμισ για τθ ςυλλογι 
δεδομζνων υψθλισ απόδοςθσ.  
΢τα αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα κρυςταλλογραφίασ περιλαμβάνονται 
ειδικά ρομπότ που επιτρζπουν τθ μαηικι ςάρωςθ ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ 
ενϊ ζχουν αναπτυχκεί αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα επεξεργαςίασ 
κρυςταλλογραφικϊν δεδομζνων  (crystal to model) με δυνατότθτα ανάλυςθσ 
πάνω από 1000 κρυςτάλλων τθν εβδομάδα. Σα ςυςτιματα αυτά απαιτοφν 
ανάπτυξθ κρυςτάλλων ςε τριβλία κρυςταλλϊςεων ςυγκεκριμζνου format 
ςχεδιαςμζνα τα περιςςότερα από αυτά για ανάπτυξθ κρυςτάλλων με τθ 
μζκοδο διάχυςθσ ατμϊν ι τθ μζκοδο microbatch.  
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1.8 Φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου 
Θ φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου (E.C 2.4.1.1) είναι το πιο καλά μελετθμζνο 
ζνηυμο ςτον καταβολιςμό του γλυκογόνου κακϊσ καταλφει τθν 
φωςφορολυτικι διάςπαςθ του γλυκογόνου προσ απόδοςθ 1-φωςφορικισ 
γλυκόηθσ (Glc-1-P). [15] 
 
 
 
 
Τπάρχουν τρεισ ιςομορφζσ τθσ φωςφορυλάςθσ ςτα κθλαςτικά που 
κωδικοποιοφνται από 3 γονίδια PYGL, PYGM και PYGB και πιραν το ονομά 
τουσ από τουσ ιςτοφσ ςτουσ οποίουσ εκφράηονται. Οι τρεισ ιςομορφζσ είναι 
οι ακόλουκεσ [16]: 
 Φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου του ιπατοσ  
  Φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου των μυϊν  
  Φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου του εγκεφάλου 
Κάκε ιςομορφι ζχει ζνα ξεχωριςτό φυςιολογικό ρόλο: θ μυϊκι ιςόμορφθ 
παρζχει τθν απαιτοφμενθ ενζργεια για τθ ςφςπαςθ των μυϊν μζςω 
παραγωγισ ATP που προζρχεται από γλυκόηθ, θ ιςομορφι του εγκεφάλου 
παρζχει γλυκόηθ ςε καταςτάςεισ που επείγει θ παροχι γλυκόηθσ όπωσ κατά 
τθ διάρκεια περιόδων ανοξίασ ι ςοβαρισ υπογλυκαιμίασ. Θ θπατικι 
ιςομορφι τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου ρυκμίηει τθν απελευκζρωςθ 
γλυκόηθσ ςτο αίμα από το γλυκογόνο που βρίςκεται αποκθκευμζνο ςτο 
ιπαρ. Θ ιςόμορφθ του ιπατοσ είναι θ κφρια ιςομορφι τθσ φωςφορυλάςθσ 
του γλυκογόνου που εμπλζκεται ςτθν ομοιόςταςθ τθσ γλυκόηθσ. 
Γλυκογόνο(n κατάλοιπα) + Pi ⇋ 1-φωςφορικι γλυκόηθ + γλυκογόνο(n-1 κατάλοιπα) 
Εικόνα 12 : Robot OryxNano Douglas Instruments  
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Οι διαφορζσ μεταξφ των ιςτοειδικϊν ιςομορφϊν είναι αποτζλεςμα τθσ 
διαμόρφωςθσ, απϊλειασ ι κζρδουσ, τθσ αλλοςτερικισ ρφκμιςθσ [17], 
ωςτόςο υπάρχει ζνασ υψθλόσ βακμόσ ομολογίασ μεταξφ των αλλθλουχιϊν 
αμινοξζων των τριϊν ιςομορφϊν, ιδιαίτερα ςε κατάλοιπα κοντά ςτα 
καταλυτικά και αλλοςτερικά κζντρα, με ποςοςτό ομολογίασ των 
αλλθλουχιϊν  περίπου 80% μεταξφ των ανκρϊπινων ιςομορφϊν. *18+ 
Επίςθσ, υπάρχει υψθλι ομολογία αλλθλουχίασ, περίπου  97%, μεταξφ των 
ανκρϊπινων και αντίςτοιχων ιςομορφϊν των τρωκτικϊν. [16]  
 
1.8.1 Γενικι περιγραφι τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου 
Θ φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου είναι μια μεγάλθ πρωτεΐνθ θ οποία 
μπορεί να υπάρχει ςε πολλζσ διαφορετικζσ διαμορφϊςεισ, ανάλογα με 
τθν κατάςταςθ φωςφορυλίωςθσ του ενηφμου και τθν παρουςία ι 
απουςία διαφόρων προςδεμάτων. Θ φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου 
είναι ζνα ομοδιμερζσ που αποτελείται από δφο πανομοιότυπεσ 
υπομονάδεσ μοριακοφ βάρουσ 97 kD θ κάκε μία. [18] Θ φωςφορυλάςθ 
του μυόσ περιζχει 841 αμινοξικά κατάλοιπα, θ θπατικι 846 και θ 
φωςφορυλάςθ του εγκεφάλου αποτελείται από 862 αμινοξικά 
κατάλοιπα. Περιζχει επίςθσ το ςυνζνηυμο φωςφορικι πυριδοξάλθ, 
ομοιοπολικά ςυνδεδεμζνο με μια λυςίνθ (Lys680) μζςω μια βάςθσ 
Schiff. [19] 
Κάκε μονομερερζσ διαιρείται ςε δυο περιοχζσ: τθν αμινοτελικι και τθν 
καρβοξυτελικι. Θ αμινοτελικι περιοχι αποτελεί και τθ μεγαλφτερθ 
περιοχι κάκε υπομονάδασ και περιζχει διάφορεσ ρυκμιςτικζσ περιοχζσ. 
Θ αμινοτελικι περιοχι περιζχει επίςθσ και τθν κζςθ ενεργοποίθςθσ, τθ 
κζςθ αλλοςτερικισ ρφκμιςθσ ςτθν οποία ςυνδζεται θ AMP, κακϊσ και 
άλλοι προςδζτεσ όπωσ θ 6-φωςφορικι γλυκόηθ, θ ΑΣΡ και θ 1-
φωςφορικι φρουκτόηθ. Μια επιπλζον ρυκμιςτικι περιοχι είναι  θ Ser-
14, βρίςκεται μεταξφ των καταλοίπων 5 και 22 του ενηφμου και μπορεί 
να τροποποιθκεί με φωςφορυλίωςθ. Επίςθσ, θ αμινοτελικι περιοχι 
διακζτει τθ κζςθ αποκικευςθσ του γλυκογόνου και το κζντρο 
αναςτολισ. ΢τθ καρβόξυ-τελικι περιοχι κάκε υπομονάδασ είναι 
δεςμευμζνθ θ φωςφορικι πυριδοξάλθ ςτθν Lys680 με μια βάςθ Schiff 
μζςω τθσ αλδεχδικισ τθσ ομάδασ. Θ φωςφορικι πυριδοξάλθ βρίςκεται 
δίπλα ςτο ενεργό κζντρο το οποίο εντοπίηεται ςε μια βακιά ςχιςμι με 
μικοσ 15Å και ςχθματίηεται με κατάλοιπα και από τισ αμινοτελικζσ και 
από τισ καρβοξυ-τελικζσ δομικζσ περιοχζσ. Σο ενεργό κζντρο καλφπτεται 
από μία κινθτι πφλθ που ςχθματίηεται από κατάλοιπα τθσ αμινο-τελικισ 
περιοχισ (βρόχοσ 280s). ΢τθν επιφάνεια του ενηφμου και ςτθν αρχι του 
καναλιοφ για το καταλυτικό κζντρο βρίςκεται το κζντρο αναςτολισ. 
Σζλοσ, θ κζςθ πρόςδεςθσ του ινδολίου βρίςκεται κοντά ςτο κζντρο του 
ενηφμου δθλαδι κοντά ςτθ ςφνδεςθ με τθν άλλθ υπομονάδα.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/01/2018 14:25:45 EET - 137.108.70.6
 
29 
 ΢υνοψίηοντασ, κάκε υπομονάδα τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου 
ζχει ζξι διαφορετικά κζντρα πρόςδεςθσ (Εικόνα 13): 
 το καταλυτικό κζντρο 
 το αλλοςτερικό κζντρο 
 το νζο αλλοςτερικό κζντρο 
 το κζντρο αναςτολισ 
  τθ κζςθ πρόςδεςθσ του γλυκογόνου και  
 τθ κζςθ πρόςδεςθσ τθσ κερςετίνθσ *16,,17,19,20].  
 
 
 
 
1.8.2 Η φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου ωσ ςτόχοσ ανάπτυξθσ φαρμάκων 
κατευκυνόμενων από τθ δομι 
Παρ’ όλο που θ διακεςιμότθτα πολλϊν και διαφορετικϊν 
υπογλυκαιμικϊν φαρμάκων είναι μεγάλθ, τα κεραπευτικά ςχιματα είναι 
τισ περιςςότερεσ φορζσ ανίκανα να πετφχουν ζναν ικανοποιθτικό βακμό 
ελζγχου τθσ γλυκόηθσ ςτο αίμα ϊςτε να επιτφχουν μια πιο 
αποτελεςματικι μείωςθ των επιπτϊςεων και τθσ ςοβαρότθτασ των 
επιπλοκϊν του διαβιτθ. Θ φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου αποτελεί 
φαρμακευτικό ςτόχο με ςκοπό τθ μείωςθ των επιπζδων τθσ γλυκόηθσ 
ςτο αίμα. Πιο ςυγκεκριμζνα, ςτόχο αποτελεί θ ιςομορφι του ιπατοσ 
αφοφ ρόλοσ τθσ είναι θ ρφκμιςθ των επιπζδων τθσ γλυκόηθσ ςτο αίμα, 
αποικοδομϊντασ το γλυκογόνο και απελευκερϊνοντασ γλυκόηθ ςτθν 
κυκλοφορία του αίματοσ. Αντίκετα, θ μυϊκι φωςφορυλάςθ λειτουργεί 
με ςκοπό τθν κάλυψθ των ενεργειακϊν αναγκϊν των μυϊκϊν κυττάρων 
κατά τθ ςφςπαςθ. [21] Θ ανακάλυψθ, λοιπόν, αναςτολζων τθσ 
φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου από φυςικζσ πθγζσ ι θ ανάπτυξθ 
ςυνκετικϊν αναςτολζων με ςκοπό τθν αναςτολι τθσ δράςθσ του 
ενηφμου αποτελεί ζνα βαςικό βιμα για τθν αντιμετϊπιςθ του διαβιτθ. 
Οι πιο διαδεδομζνοι και ευρζωσ μελετθμζνοι αναςτολείσ τθσ 
φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου είναι τα ανάλογα τθσ γλυκόηθσ που 
προςδζνονται ςτο καταλυτικό κζντρο του ενηφμου. [17]   
Εικόνα 13 : Σο διμερζσ τθσ 
φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου όπου 
φαίνονται κζντρα πρόςδεςθσ. Γαλάηιο: 
κζντρο πρόςδεςθσ του γλυκογόνου. 
Μπλε: κζντρο αναςτολισ. Κόκκινο: 
καταλυτικό κζντρο. Μοβ: νζο 
αλλοςτερικό κζντρο. Γκρι: αλλοςτερικό 
κζντρο. Καφζ: κζςθ πρόςδεςθσ 
κερςετίνθσ. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/01/2018 14:25:45 EET - 137.108.70.6
 
30 
Θ ζρευνα τθσ επιςτθμονικθσ κοινότθτασ είναι προςθλωμζνθ ςτθν 
εφρεςθ ενόσ αναςτολζα ο οποίοσ κα μιμείται τθν δράςθ τθσ γλυκόηθσ κα 
δρα όμωσ ςε πολφ μικρότερεσ ςυγκεντρϊςεισ απ’ αυτι , χωρίσ να 
προκαλεί πλιρθ αδρανοποίθςθ τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου. 
[22] 
Επιπλζον μελζτεσ ζχουν υπογραμμίςει θ ρόλο τθσ φωςφορυλάςθσ του 
γλυκογόνου ςτον καρκίνο. Είναι ςυνετό λοιπόν να αποτελζςει ςτόχο για 
τθν ανάπτυξθ τθσ αντικαρκινικισ κεραπείασ κακϊσ θ αναςτολι τθσ 
κινθτικότθτασ του ενηφμου μζςω αποςιϊπθςθσ τθσ θπατικισ του 
ιςομορφισ ςε ποικίλεσ καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ οδιγθςε ςτθν 
εξάλειψθ των όγκων κακϊσ και ςτθν αναςτολι αναπτυξισ τουσ. [3] 
 
 
2 ΢κοπόσ 
Θ παροφςα διπλωματικι εργαςία εκπονικθκε ςτο πλαίςιο του ευρφτερου 
ερευνθτικοφ προγράμματοσ του εργαςτθρίου τθσ Δομικισ και Λειτουργικισ 
Βιοχθμείασ του τμιματοσ Βιοχθμείασ και Βιοτεχνολογίασ του Πανεπιςτθμίου 
Θεςςαλίασ. Θ φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου είναι ζνα ςθμαντικό μεταβολικό 
ζνηυμο που καταλφει το πρϊτο ςτάδιο τθσ γλυκογονικισ διάςπαςθσ. Θ ςυςχζτιςθ 
του μεταβολιςμοφ του γλυκογόνου με πλικοσ μεταβολικϊν διαταραχϊν κατζςτθςε 
τθν φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου ςτόχο για τθν ανάπτυξθ φαρμάκων ενάντια ςε 
αςκζνειεσ όπωσ ο ςακχαρϊδθσ διαβιτθσ και ο καρκίνοσ [23,24] 
Κινθτικζσ και κρυςταλλογραφικζσ μελζτεσ αναγνϊριςαν αρκετά κζντρα ςφνδεςθσ 
μικρϊν μορίων ςτθν φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου. Οι ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ 
του ενηφμου ζχουν αναγνωριςτεί εδϊ και αρκετά χρόνια και οδιγθςαν ςε 
επιτυχθμζνα κρυςταλλογραφικά πειράματα αναγνϊριςθσ προςδετϊν (ligand bind 
studing). Ωςτόςο θ διερεφνθςθ ιςχυρϊν αναςτολζων τθσ φωςφορυλάςθσ του 
γλυκογόνου κακιςτά αναγκαία τθ μαηικι ςάρωςθ βιβλιοκθκϊν φυςικϊν και 
ςυνκετικϊν ενϊςεων. Επιπροςκζτωσ, θ εφαρμογι νζων ςτρατθγικϊν για τθν 
αναγνϊριςθ νζων βιοδραςτικϊν μορίων (Fragment Based Drug Designe) κακιςτά 
αναγκαία τθ χριςθ αυτοματοποιθμζνων ςυςτθμάτων κρυςταλλογραφίασ υψθλισ 
απόδοςθσ 
΢κοπόσ τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ είναι να διερευνθκοφν νζεσ ςυνκικεσ 
κρυςτάλλωςθσ του ενηφμου ςυμβατζσ με τα μοντζρνα ςυςτιματα 
αυτοματοποιθμζνθσ κρυςτάλλωςθσ υψθλισ απόδοςθσ. Ο προςδιοριςμόσ των 
βζλτιςτων ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ του ενηφμου με τθ ςτατικι μζκοδο batch 
επζτρεψε τθν μελζτθ των ςυμπλόκων προςδετϊν-ενηφμου ςε υψθλι ευκρίνεια. 
Εντοφτοισ, θ τεχνικι αυτι δεν είναι απόλυτα ςυμβατι με τα ςφγχρονα 
αυτοματοποιθμζνα ςυςτιματα κρυςταλλογραφίασ υψθλισ απόδοςθσ.  
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3 Πειραματικό Μζροσ 
3.1 Τλικά-Όργανα 
 
Αντιδραςτιρια Εταιρεία 
Activated Charcoal Sigma  
Adenosine Monophosphate,AMP  Sigma  
Pre-Crystallization Test Hampton Research 
BES, N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-
aminoethanesulfonic acid, N,N-Bis(2-
hydroxyethyl)taurine 
Sigma 
1,4-Dithiothreitol, DTT Applichem  
Ethylenediaminetetraacetic Acid,EDTA Panreac 
Imidazole  Aldrich 
Inosine Monophosphate IMP  Sigma 
JBScreen Basic 1,2,3,4  Jena Bioscience 
Loffler’s Methylene Blue Solution  Merck 
Parafin oil Apprichem 
2-Propanol  Apprichem 
Sodium acetate  Merck 
Sodium Azide, NaN3 AllieSignal 
Sodium citrate  Sigma 
Sodium HEPES Sigma 
Structure Screen 1&2 HT-96 MD30 Molecular Dimensions 
Spermine Sigma 
 
 
Όργανα 
Αναδευτιρασ τφπου Vortex, MS2 minishakerIKA® 
Αναλυτικόσ ηυγόσ, Kern 
Θερμαινόμενοσ αναδευτιρασ, (Stirrer), Thermolyne 
Μεμβράνεσ διαπίδυςθσ Sigma 
Πιπζτεσ, Lab Mate 
Πεχάμετρο, Metrohm 
Robot κρυςταλλϊςεων, OryxNano Douglas Instruments 
΢τερεοςκόπιο 
΢υμβατικι πθγι ακτίνων-Χ, SuperNovaX-rayDiffractionSystem, RigakuOxfordDiffraction 
Σριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου Swissci ‘MRC’ twodropplatesSW2T-PS/1-10 
Douglas Instruments 
Σριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου Swissci ‘MRC’ two drop plates SW2T-PS/1-10 
Douglas Instruments 
Σριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου κακιμενθσ ςταγόνασ 
Φαςματοφωτόμετρο UV, VWR 
Φυγόκεντροσ Z36HK, HermLe 
 
Πίνακασ 2: Αντιδραςτιρια  
Πίνακασ 3: Οργανολογία  
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3.2 Μζκοδοι 
3.2.1 Απομόνωςθ φωςφορυλάςθσ του γλυκογονου b 
από ςκελετικοφσ μφεσ κουνελιϊν ποικιλίασ 
Οryctolagus cuniculus 
Θ μζκοδοσ απομόνωςθσ τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου από 
μυϊκό ιςτό κουνελιϊν (Rabbit Muscle Glycogen Phosphorylase b, 
rmGPb) αποτελεί τροποποίθςθ τθσ μεκόδου Fisher and Krebs( Meth 
in Enzymology Vol V,p 369-373, 1962). Αντί για L-κυςτείνθ 
χρθςιμοποιείται 2-μερκαπτο-αικανόλθ ςε όλα τα ςτάδια τθσ πορείασ 
κακαριςμοφ.  
Τλικά 
 Μυικόσ ιςτόσ κουνελιϊν  
 Μαχαίρι, ξφλινθ βάςθ (τοποκζτθςθ ςε ψυκτικό κάλαμο τθν 
προθγοφμενθ τθσ ζναρξθσ τθσ διαδικαςίασ απομόνωςθσ του 
ενηφμου) 
 Δοχεία 20 Lt 
 Γάηα 
 Ταλοβάμβακασ 
 Μεγάλουσ ςωλινεσ (tube) φυγοκζντρθςθσ (τοποκετθμζνα ςε 
ψυκτικό κάλαμο) 
 Αντλία κενοφ 
 Χάρτινα φίλτρα  
 Μεμβράνεσ διαπίδυςθσ 
 Μικροφσ ςωλινεσ (tube) φυγοκζντρθςθσ 
 Ογκομετρικόσ κφλινδροσ 2 Lt 
 Διάλυμα οξικοφ οξζοσ CH3COOH 1N 
 Κεκορεςμζνο διάλυμα όξινου ανκρακικοφ καλίου (KHCO3) 
 Διάλυμα κειικοφ αμμωνίου κορεςμοφ 90%, 3.6 Μ (Κατά τθν 
καταβφκιςθ θ ςυγκζντρωςθ είναι 41%) 
 Διάλυμα Tris 2.0 M (χωρίσ ρφκμιςθ του pH)  
 Διάλυμα AMP 0.1 Μ, pH 7.0 
 Διάλυμα (CH3COO)2Mg 1.0 M, pH 7.0 
 Ρυκμιςτικό διάλυμα αραίωςθσ ενηφμου, 50:50:1, pH 6.8 
(50mM β-φωςφογλυκερόλθ, /HCl, 50mM β-
μερκαπτοαικανόλθ, 1mM EDTA, 0.5 mM -δικειοκρεϊτόλθ) 
 Γλυκερόλθ 100% 
 
Σα βιματα τθσ απομόνωςθσ τθσ rmGPb είναι τα εξισ: 
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Βιμα 1ο: Παραλαβι του μυϊκοφ ιςτοφ, κατεργαςία για τθν εκχφλιςθ του 
ενηφμου 
 
Αρχικά ζγινε λιψθ και ομογενοποίθςθ των ςκελετικϊν μυϊν κονίκλων. 
Σο ομογενοποίθμα τοποκετείται απευκείασ ςε πάγο. Σο βάροσ του ιςτοφ 
ιταν (2,300 kg) Μετά τθν ομογενοποίθςθ, πραγματοποιικθκε εκχφλιςθ 
με απιονιςμζνο φδωρ, εν ψυχρϊ, τρεισ φορζσ με ςυνολικό χρόνο 
εκχφλιςθσ τα 30 λεπτά. Οι δφο πρϊτεσ εκχυλίςεισ ζγιναν με όγκο 
απιονιςμζνου φδατοσ ίςο με το βάροσ του αλεςμζνου μυϊκοφ ιςτοφ, ενϊ 
κατά τθν τρίτθ εκχφλιςθ ο όγκοσ του απιονιςμζνου φδατοσ ιταν ίςοσ με 
το μιςό του ςυνολικοφ βάρουσ του αλεςμζνου κρζατοσ. Θ διάρκεια τθσ 
κάκε εκχφλιςθσ αντιςτοιχοφςε ςε 10 λεπτά και θ διικθςθ  του 
εκχυλίςματοσ ζγινε μζςω διλπισ γάηασ. Εν ςυνεχεία, το εκχφλιςμα 
διθκικθκε μζςω υαλοβάμβακα προσ απομάκρυνςθ τυχόν αιωροφμενων 
ςωματιδίων και λιπϊν.  
 
Βιμα 2ο: Όξινθ καταβφκιςθ για τθν κατακριμνιςθ ανεπικφμθτων 
πρωτεϊνϊν 
 
Σο pH του ψυχροφ εκχυλίςματοσ που παραλιφκθκε από το πρϊτο βιμα 
ρυκμίςτθκε ςε 5,1-5,2 με προςκικθ διαλφματοσ CH3COOH 1 N υπό 
ελαφρά ανάδευςθ. Σο εκχφλιςμα αφζκθκε για 5 λεπτά ςε πάγο. Θ 
κολερότθτα του διαλφματοσ του εκχυλίςματοσ αυξάνεται λόγω τθσ 
κατακριμνιςθσ  των πρωτεϊνϊν των οποίων το ιςοθλεκτρικό ςθμείο είναι 
κοντά ςτθν τιμι 5,2 και άρα είναι αδιάλυτεσ ςε αυτό.  Επίςθσ θ 
κολερότθτα οφείλεται ςτθν μετουςίωςθ πρωτεϊνϊν. Σο πρωτεϊνικό ίηθμα 
των καταβυκιςμζνων πρωτεϊνϊν απομακρφνκθκε με φυγοκζντρθςθ ςε 
κερμοκραςία 4οC , ςε 4.225 rcf (ι 5.000 rpm) για 30 λεπτά, με τθ χριςθ 
τθσ μεγάλθσ κεφαλισ. Ζπειτα, πραγματοποιικθκε διικθςθ του 
υπερκειμζνου υγροφ με τθ χριςθ αντλίασ κενοφ τφπου Buchner, εν 
ψυχρϊ, με ςτόχο τθν απομάκρυνςθ των υπολειμμάτων αιωροφμενου 
υλικοφ. Σζλοσ, το pH του ςυνολικοφ πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ ρυκμίςτθκε 
ςτθν τιμι 6,8 με τθ χριςθ του κεκορεςμζνου διαλφματοσ KHCO3. Θ 
ρφκμιςθ του pH (6,8) γίνεται ςτθν τιμι του ιςοθλεκτρικοφ ςθμείου τθσ 
φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου. 
 
Βιμα 3ο: Καταβφκιςθ τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου με διάλυμα 
90% w/v κειικοφ αμμωνίου (NH4)2SO4, 
 
Θ καταβφκιςθ του ενηφμου πραγματοποιικθκε, με αργι και υπό ςυνεχι 
ανάδευςθ, προςκικθ διάλυμα κειικου αμμωνίου ((NH4)2SO4) pH 6,8. Ο 
απαιτοφμενοσ όγκοσ διαλφματοσ κειικοφ αμμωνίου για τθ διαδικαςία τθσ 
καταβφκιςθσ ιταν ίςοσ με 0,837 επί του ςυνολικοφ όγκου του 
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εκχυλίςματοσ (4220 mL). Θ ρφκμιςθ του pH του διαλφματοσ του κειικοφ 
αμμωνίου ςε 6,8 ζγινε με τθν προςκικθ μερικϊν ςταγόνων πυκνισ 
αμμωνίασ (NH4OH) με τθ χριςθ πεχαμετρικοφ χαρτιοφ ςε απαγωγό. Σο 
μίγμα του πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ με το διάλυμα κειικοφ αμμωνίου 
αφινεται ςτον ψυκτικό κάλαμο (4oC) για 16 ϊρεσ. Σο ίηθμα ςυλλζχκθκε 
με φυγοκζντρθςθ ςε κερμοκραςία 4οC ςε 5.110 rcf (ι 5.500 rpm) επί 40 
λεπτά. Μετά τθ φυγοκζντρθςθ το υπερκείμενο αποχφκθκε και το ίηθμα 
διαλυτοποιικθκε ςτον ελάχιςτο δυνατό όγκο απιονιςμζνου φδατοσ ςε 
κερμοκραςία δωματίου. Σζλοσ ακολοφκθςε διαπίδυςθ του 
διαλυτοποιθμζνου ενηφμου ςε μεμβράνεσ διαπίδυςθσ, οι οποίεσ 
εμβαπτίςτθκαν ςε ρυκμιςτικό διάλυμα Tris ςυγκζντρωςθσ 0.001 Μ και pH 
7,5 ςτον ψυκτικό κάλαμο όπου και παρζμειναν για 16 ϊρεσ υπό 
ανάδευςθ.  
 
Βιμα 4ο: Θερμικι κατεργαςία ςε υψθλό pH 
 
Μετά το πζρασ τθσ διαπίδυςθσ ζγινε ςυλλογι του πρωτεϊνικοφ 
διαλφματοσ και πραγματοποιικθκε διαφγαςθ με φυγονζντρθςθ ςε 
34.540 rcf (ι 17.000 rpm για 10 λεπτά) για 15 λεπτά ςε κερμοκραςία 4οC 
με τθ χριςθ τθσ μικρισ κεφαλισ. Ζπειτα, ςυλλζχκθκε και ογκομετρικθκε 
το υπερκείμενο υγρό. Ακολουκεί προςκικθ πρόςφατου διαλφματοσ 2- 
μερκαπτοαικανόλθσ ςυγκζντρωςθσ 0,3 Μ με pH 7,0 και διαλφματοσ EDTA 
ςυγκζντρωςθσ 0,1 Μ με pH 7,0. Οι όγκοι των διαλυμάτων υπολογίςτθκαν 
από τουσ τφπουσ που ακολουκοφν: 
 Όγκοσ 2-μερκαπτοαικανόλθσ 0,3 Μ = πρωτεϊνικόσ όγκοσ × 
 
  
 
 Όγκοσ EDTA 0.1 M = πρωτεϊνικόσ όγκοσ μετά τθν προςκικθ του 
διαλφματοσ τθσ 2-μερκαπτοαικανόλθσ × 
 
    
 
Ζπειτα, ρυκμίςτθκε το pH ςε τιμι 8,8 με τθν προςκικθ διαλφματοσ Tris 
ςυγκζντρωςθσ 2 Μ. Ακολοφκθςε επϊαςθ του μίγματοσ ςε υδατόλουτρο 
ςτουσ 37οC για 1 ϊρα με ανάδευςθ ανά τακτά χρονικά διαςτιματα. Εν 
ςυνεχεία, το μίγμα παρζμεινε για 15 λεπτά να ψυχκεί ςε κερμοκραςία 
δωματίου και ρυκμίςτθκε το pH ςτθν τιμι 7,0 με τθ χριςθ διαλφματοσ 
CH3COOH ςυγκζντρωςθσ 1N. Σζλοσ, πραγματοποιικθκε διαφγαςθ του 
διαλφματοσ με φυγοκζντρθςθ ςε 34.540 rcf (ι 17.000 rpm) για 10 λεπτά 
ςε κερμοκραςία 25oC με τθ χριςθ τθσ μικρισ κεφαλισ. 
 
Βιμα 5ο: Κρυςτάλλωςθ και ανακρυςτάλλωςθ του ενηφμου 
 
΢το βιμα αυτό πραγματοποιικθκαν μια κρυςτάλλωςθ και δφο 
ανακρυςταλλϊςεισ του ενηφμου παρουςία AMP και (CH3COO)2Mg. Επίςθσ 
πραγματοποιικθκαν δφο ακόμα ανακρυςταλλϊςεισ χωρίσ τθν προςκικθ 
αυτϊν των δφο διαλυμάτων.   
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 Κρυςτάλλωςθ 
Σο υπερκείμενο ενηυμικό διάλυμα που προζκυψε από τθ 
φυγοκζντρθςθ ογκομετρικθκε. ΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκαν το 
AMP ςυγκζντρωςθσ 0,1 Μ και pH 7,0 και το (CH3COO)2Mg με pH 
7,0. Οι όγκοι των διαλυμάτων υπολογίςτθκαν από τουσ τφπουσ 
που ακολουκοφν.  
─  Διάλυμα AMP 0.1 M, με όγκο: πρωτεϊνικόσ όγκοσ × 
 
   
   
─ Διάλυμα (CH3COO)2Mg 1 M, με όγκο: πρωτεϊνικόσ όγκοσ × 
 
   
 
Μετά τθν προςκικθ το διάλυμα παρζμεινε ςε πάγο ςτον ψυκτικό 
κάλαμο για μια νφχτα με ςκοπό τθν κρυςτάλλωςθ του ενηφμου. 
 1θ και 2θ ανακρυςτάλλωςθ 
Αρχικά, ςυλλζχκθκαν  οι κρφςταλλοι τθσ φωςφορυλάςθσ του 
γλυκογόνου b με φυγοκζντρθςθ ςε 28.710 rcf για 10 λεπτά ςε 
κερμοκραςία 4oC  με τθ χριςθ τθσ μικρισ κεφαλισ. ΢τθ ςυνζχεια 
το πρωτεϊνικό διάλυμα επαναδιαλυτοποιικθκε ςτον ελάχιςτο 
δυνατό όγκο ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 50:50:1 (50 mM β-
φωςφογλυκερόλθ, 50 mM 2-μερκαπτοαικανόλθ, 1mM EDTA), pH 
6,8 ςε κερμοκραςία 30oC εντόσ υδατόλουτρου. Ζπειτα, 
πραγματοποιικθκε διαφγαςθ του διαλφματοσ με φυγοκζντρθςθ 
ςε 28.710 rcf επί 10 λεπτά ςε κερμοκραςία 25 oC με τθ χριςθ τθσ 
μικρισ κεφαλισ. Σο υπερκείμενο ςυλλζχκθκε και ογκομετρικθκε.  
΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκαν τα παρακάτω διαλφματα: 
─ Διάλυμα AMP 0.1 M, με όγκο: πρωτεϊνικόσ όγκοσ × 
 
   
 
─ Διάλυμα (CH3COO)2Mg 1 M, με όγκο: πρωτεϊνικόσ όγκοσ × 
 
   
  
Μετά τθν προςκικθ το διάλυμα παρζμεινε ςε πάγο ςτον ψυκτικό 
κάλαμο για 3-4 ϊρεσ ϊςτε να πραγματοποιθκεί θ κρυςτάλλωςθ. 
Μετά το πζρασ των 4 ωρϊν επαναλιφκθκε θ διαδικαςία τθσ 1θσ 
ανακρυςτάλλωςθσ και το μίγμα αφζκθκε ςε πάγο ςτον ψυκτικό 
κάλαμο όλθ τθ νφχτα. Ζτςι ζλαβε χϊρα θ 2θ ανακρυςτάλλωςθ.  
 3θ και 4θ ανακρυςτάλλωςθ 
Για να πραγματοποιθκεί θ 3θ και 4θ ανακρυςτάλλωςθ 
επαναλιφκθκε θ διαδικαςία που περιγράφθκε για τθν 1θσ 
ανακρυςτάλλωςθσ με τθ διαφόρα ότι ςτθν 3θ και ςτθν 4θ δεν ζγινε 
προςκικθ AMP και (CH3COO)2Mg.  
 
Βιμα 6ο: Συλλογι και αποκικευςθ του ενηφμου 
 
Μετά το πζρασ τθσ τελευταίασ ανακρυςτάλλωςθσ ελιφκθςαν και 
διαλυτοποιικθκαν οι κρφςταλλοι. Θ ςυγκζντρωςθ του τελικοφ ενηυμικοφ 
διαλφματοσ προςδιορίςτθκε φαςματοφωτομετρικά ςε μικοσ κφματοσ 
280 nm.  Σζλοσ, για τθν αποκικευςθ του ενηφμου προςτζκθκε ίςοσ όγκοσ 
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γλυκερόλθσ και το διάλυμα ενηφμου-γλυκερόλθσ αποκθκεφτθκε ςτουσ -
20oC. Θ τελικι ςυγκζντρωςθ τθσ γλυκερόλθσ ςτο διάλυμα είναι 50 % v/v.  
 
Προετοιμαςία μεμβρανϊν διαπίδυςθσ  
ΤΛΙΚΑ 
 Μεμβράνεσ  
 Ποτιρι ηζςεωσ 1L  
 Na2CO3  
 EDTA 
 dH2O 
1.Kόβουμε τθ μεμβράνθ ςτο μικοσ που κζλουμε. ΢τθν ςυνζχεια ηυγίςαμε 
6.5 gNa2CO3 και 2.44 gEDTA για τθν προετοιμαςία 650 mL διαλφματοσ. Σα 
ςακουλάκια διαπίδυςθσ τοποκετικθκαν ςτο παραπάνω διάλυμα και 
αφζκθκαν να βράςουν για 30 min. Ζπειτα τα ςακουλάκια ξεπλφκθκαν 
πολφ καλά με απιονιςμζνο H2O. Ακολοφκθςε βραςμόσ των μεμβρανϊν 
διαπίδυςθσ  ςε απιονιςμζνο H2O και για 30 min. Aφοφ ξεπλφκθκαν  πολφ 
καλά αποκθκεφονται ςε κακαρι αλκοόλθ ςτουσ 4οC 
Να ςθμειωκεί ότι για τον ζλεγχο τθσ κακαρότθτασ τθ πρωτεΐνθσ 
πραγματοποιικθκε θλεκτροφόρθςθ ςε αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ, SDS-
PAGE, όπου οι πρωτεΐνεσ διαχωρίηονται με βάςθ το μοριακό βάροσ τουσ. 
Θ κακαρότθτα τθσ πρωτεΐνθσ βρζκθκε μεγαλφτερθ από 97%. Ο ζλεγχοσ 
τθσ κακαρότθτασ ζγινε κακϊσ θ κακαρότθτα του δείγματοσ τθσ 
πρωτεΐνθσ είναι ςυγκαταλζγεται ςτουσ ςθμαντικότερουσ παράγοντεσ που 
επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν. ΢υνικωσ για να 
αναπτυχκοφν πρωτεϊνικοί κρφςταλλοι πρζπει θ κακαρότθτα να ανζρχεται 
ςτο 97%.*13] 
  
3.2.2 Προετοιμαςία πρωτεϊνικοφ δείγματοσ για 
κρυςτάλλωςθ 
Θ πρωτεΐνθ που πρόκειται να χρθςιμοποιθκεί για τθν ανάπτυξθ 
κρυςτάλλων πρζπει να είναι απαλλαγμζνθ από το AMP. Πρακτικά θ 
διαδικαςία είχε ωσ εξισ: 
Μικρι ποςότθτα πρωτεΐνθσ (1 ml), αποκθκευμζνθ ςε γλυκερόλθ 
ςτουσ -20oC , μεταφζρεται ςε μεμβράνθ διαπίδυςθσ με cutoff 20.000. 
Θ μεμβράνθ βριςκόταν αποκθκευμζνθ ςε κακαρι αικανόλθ ςτουσ 4 
oC και για αυτό το λόγο ξεπλφκθκε με απιονιςμζνο φδωρ. Θ πρωτεΐνθ 
υπζςτει διαπίδυςθ ζναντι διαφματοσ BES (10 mM BES pH 6,7, 0,1 mM 
EDTA, 0,02% NaN3) με όγκου 250 ml. Θ διαδικαςία τθσ διαπίδυςθσ 
ζγινε ςε κερμοκραςία 20oC με τθ χριςθ  αναδευτιρα και είχε 
διάρκεια 16 ϊρεσ. ΢τθ ςυνζχεια θ πρωτεΐνθ ςυλλζχκθκε και 
περάςτθκε από φίλτρο με πόρουσ διαμζτρου 0,22 nm. Ζπειτα, ζγινε 
κατεργαςία με ενεργό άνκρακα (Activated Charcoal) ϊςτε να 
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απομακρυνκοφν τα νουκλεοτίδια (AMP). Μετά το πζρασ τθσ 
κατεργαςίασ με τον ενεργό άκρακα μετρικθκε θ οπτικι απορρόφθςθ 
τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου ςε μικθ κφματοσ 260 nm και 
280 nm. Ο λόγοσ των απορροφιςεων (Α260 /Α280) πρζπει να είναι 
μικρότεροσ από 0,53 (<0,53). Ο ςυντελεςτισ μοριακισ απορρόφθςθσ 
τθ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου είναι 1,32 cm-1∙mol-1∙L. ΢ε 
περίπτωςθ που ο λόγοσ των απορροφιςεων (Α260 /Α280)  είναι 
μεγαλφτεροσ από 0,53 επαλαμβάνεται θ διαδικαςία κατεργαςίασ με 
ενεργό άνκρακα.  
 
3.2.3 Παραγωγι πυρινων κρυςτάλλωςθσ 
Για τθν παραγωγι πυρινων κρυςτάλλωςθσ (seeding) 
χρθςιμοποιικθκαν κρφςταλλοι τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου 
από προθγοφμενα πειράματα. Οι κρφςταλλοι των προθγοφμενων 
πειραμάτων αναπτφχκθκανε με τθ ςτατικι μζκοδο batch και ιταν 
αποκθκευμζνοι ςτουσ 16oC. ΢ε ζνα ςωλινα τφπου falcon 
τοποκετικθκαν γυάλινα ςφαιρίδια το οποία ιταν αποκθκευμζνα ςε 
αικανόλθ. ΢τθ ςυνζχεια ξεπλφκθκαν με διάλυμα BES (10 mM BES με 
pH 6,7, 0,1 mM EDTA, 0,02% NaN3). ΢το ςωλινα falcon προςτζκθκαν 
επίςθσ οι κρφςταλλοι που περιζχονταν ςε δυο μικροφσ ςωλινεσ 
διαμζτρου 2-3mm κακϊσ και διάλυμα BES (10 mM BES με pH 6,7, 
0,01 mM EDTA, 0,02% NaN3) . Ακολοφκθςε φυγοκζντρθςθ, 
προκειμζνου να ςπάςουν οι κρφςταλλοι, ςε 4.000 rpm ςτουσ 20oC για 
10 λεπτά. Σο υπερκείμενο αποχφνεται και θ διαδικαςία 
επαναλαμβάνεται μζχρι να ςπάςουν όλοι οι κρφςταλλοι.  Ζπειτα, 
ζγινε αρίκμθςθ ςε 11 ςωλθνάκια από το 100 μζχρι το 10-10. Αρχικά 
γίνεται ανάδευςθ του πυκνοφ διαλφματοσ (100) του ςωλινα falcon με 
τθ χριςθ αναδευτιρα τφπου Vortex. ΢τθ ςυνζχεια, με κομμζνθ τθν 
άκρθ του tip και υπό ανάδευςθ ελιφκθςαν 200 μl και 
τοποκετικθκαν ςτο ςωλθνάκι με τθν ζνδειξθ 100, αυτό κα είναι το 
πυκνό διάλυμα πυρινων κρυςτάλλωςθσ κακ’όλθ τθ διάρκεια 
διεξαγωγισ του πειράματοσ. ΢ε κάκε ζνα ςωλθνάκι (10-1-10-10) ζγινε 
προςκικθ 900 μl διαλφματοσ BES (10 mM BES pH 6,7, 0,1 mM EDTA, 
0,02% NaN3). Ζπειτα ελιφκθςαν 100 μl από το πυκνό διάλυμα (10
0) 
υπό ανάδευςθ με κομμζνο tip και μεταφζρκθκαν ςτο ςωλθνάκι με 
τθν ζνδειξθ 10-1 ,το οποίο περιείχε ιδθ διάλυμα BES (10 mM BES pH 
6,7, 0,1 mM EDTA, 0,02% NaN3). Θ διαδικαςία αυτι επαναλιφκθκε 
άλλεσ εννιά φορζσ για τθν αραίωςθ του πυκνοφ διαλφματοσ 
πυρινων. Θ αραίωςθ που γίνεται κάκε φορά είναι τθσ τάξθσ του 
 
  
 .  
Σα ςωλθνάκια καλφφκθκαν αμζςωσ με parafilm και παρατθρικθκαν 
κάτω από το ςτερεοςκόπιο. Σζλοσ αποκθκεφτθκαν ςτουσ 16oC.   
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3.2.4 Κρυςτάλλωςθ rmGPb με τθ ςτατικι μζκοδο 
Batch 
Θ κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν βαςίηεται ςτθν αργι και ελεγχόμενθ 
καταβφκιςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςε ςυνκικεσ που δεν οδθγοφν ςτθν 
μετουςίωςθ και τθ δθμιουργία άμορφου ιηιματοσ αλλά ςτθν 
ανάπτυξθ κρυςτάλλων. Θ μζκοδοσ batch αποτελεί τθν κλαςικι 
μζκοδο κρυςτάλλωςθσ των πρωτεϊνϊν. Σετραγωνικοί κρφςταλλοι 
υψθλισ ποιότθτασ τθσ rmGPb (Σ διαμόρφωςθ) αναπτφςςονται 
παρουςία IMP, DTT, ςπερμίνθσ ςε χαμθλι ιοντικι ιςχι. (Εικόνα 14) 
[25,26] Οι κρφςταλλοι αυτοί ανικουν ςτθν ομάδα ςυμμετρίασ χϊρου 
Ρ43212 και ζχουν διαςτάςεισ ςτοιχειϊδουσ κυψελίδασ a=b=128.5 Å 
και c=116.3 Å. *27+ ΢ε αυτι τθ μζκοδο ο υπερκορεςμόσ επζρχεται 
άμεςα ςε αντίκεςθ με άλλεσ μεκόδουσ κρυςτάλλωςθσ όπου το 
πρωτεϊνικό διάλυμα μεταβαίνει ςταδιακά ςε κατάςταςθ 
υπερκορεςμοφ, προκειμζνου να ζρκει ςε ιςορροπία με το 
περιβάλλον. Σο ενηυμικό διάλυμα τθσ φωςφορυλάςθσ του 
γλυκογόνου όγκου 202 μl, το οποίο είναι απαλλαγμζνο από το AMP 
μετά από κατεργαςία του με ενεργό άνκρακα, αναμιγνφεται με το 
διάλυμα πυρινων ςυγκζντρωςθσ 10-5 και όγκου 20 μl που 
προςτζκθκαν με κομμζνο tip, δθμιουργϊντασ μια υψθλι κατάςταςθ 
κορεςμοφ. Ζπειτα, το μίγμα των διαλυμάτων μεταφζρκθκε ςε 
μικροφσ ςωλινεσ μικουσ 3 cm και διαμζτρου 2-3mm, τα άκρα του 
ςωλινα ςφραγίςτθκαν με parafilm. Οι κρφςταλλοι αρχίηουν να 
αναπτφςςονται 4-5 ϊρεσ ςτουσ 16oC και ςυνεχίηεται για εβδομάδεσ. 
Θ διαδικαςία πραγματοποιικθκε για να διαπιςτωκεί ότι το ζνηυμο 
είναι ικανό να παράγει κρυςτάλλουσ, ϊςτε να απoκλειςτεί θ 
περίπτωςθ αδυναμίασ κρυςτάλλωςισ του κατά τθ διεξαγωγι 
πειραμάτων με τθν χριςθ robot κρυςταλλϊςεων (OryxNano Douglas 
Instrumets) μζςω τθσ μεκόδου τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ.  
 
 
 
3.2.5 Κρυςτάλλωςθ rmGPb με τθν τεχνικι Microbatch 
Θ τεχνικι κρυςτάλλωςθσ microbatch βαςίηεται ςτθν τεχνικι τθσ 
ςτατικισ μεκόδου batch. Πιο ςυγκεκριμζνα αποτελεί μικρογραφία 
Εικόνα 14: 
Σετραγωνικοί 
κρφςταλλοι GP [14] 
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τθσ μεκόδου batch όπου το μίγμα των διαλυμάτων ενηφμου-
διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ εμβαπτίηεται ςε ζνα αδρανζσ ζλαιο. Θ 
χριςθ του ελαίου γίνεται προσ αποφυγι εξάτμιςθσ του δείγματοσ.  
΢τθν παροφςα διπλωματικι εργαςία πραγματοποιικθκαν αρκετζσ 
δοκιμζσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ μεκόδου και το ζλαιο που 
χρθςιμοποιικθκε ιταν το ζλαιο παραφίνθσ.  
΢υνοπτικά θ διαδικάςια που ακολουκικθκε είναι θ παρακάτω: 
΢ε ζνα πιάτο κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου microbatch plate 
VBATC-1/1-PH0-10 (Εικόνα 15) τθσ εταιρείασ Douglas Instrumets 
προςτζκθκε παραφινζλαιο μζχρισ ότου καλυφκοφν τα πθγάδια. Θ 
ζγχυςθ του ελαίου ζγινε ςτισ γωνίεσ του τριβλίου και ιταν αργι προσ 
αποφυγι ςχθματιςμοφ φυςαλίδων αζρα. Θ αναλογία ανάμιξθσ 
πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ : ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ BES (10 mM BES 
pH 6,7, 0,1 mM EDTA, 0,02% NaN3) : διαλφματοσ πυρινων(seeding) 
ιταν θ εξισ 2μl:2μl:1μl. Αρχικά, αναμίχκθκε θ πρωτεΐνθ με το 
ρυκμιςτικό διάλυμα. ΢τθ ςυνζχεια ζγινε προςκικθ του διαλφματοσ 
πυρινων με κομμζνο tip και ακολοφκθςε μια γριγορθ 
ομογενοποίθςθ των διαλυμάτων. Σζλοσ, το μίγμα των τριϊν 
διαλυμάτων μεταφζρκθκε ςτο τριβλίο κρυςταλλϊςεων. 
 
 
 
 
 
3.2.6 Διερεφνθςθ ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ με τθ 
μζκοδο τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ (Sitting drop) 
Θ μζκοδοσ τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ βαςίηεται ςτθ διάχυςθ ατμϊν 
από το διάλυμα εξιςορρόπθςθσ (reservoir) που περίεχει τον 
παράγοντα εξιςορρόπθςθσ ςε μεγαλφτερο όγκο για τθν 
εξιςορρόπθςθ τθσ ςταγόνασ που περιζχει το πρωτεϊνικό διάλυμα και 
τον παράγοντα εξιςορρόπθςθσ.  
΢τθν παροφςα εργαςία ζγινε ςάρωςθ 191 ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ 
με τθ μζκοδο τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ με τθ χριςθ robot 
κρυςταλλϊςεων (OryxNano Douglas Instrumets). Οι ςυνκικεσ αυτζσ 
προζρχονται από δφο εμπορικά kits. Σο πρϊτο εμπορικό kit που 
χρθςιμοποιικθκε ιταν το Structure Screen I&II HT-96 τθσ εταιρίασ 
Εικόνα 15: Σριβλίο Κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων  τφπου microbatch plate 
VBATC-1/1-PH0-10 τθσ εταιρείασ Douglas Instrumets 
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Molecular Dimensions  και το δεφτερο ιταν το JBScreen Basic 1,2,3,4 
τθσ εταιρίασ Jena Bioscience. Από το kit τθσ Jena Bioscience 
απουςίαηε θ ςυνκικθ F11. ΢το Παράρτθμα φαίνονται αναλφτικά τα 
διαλφματα και των δφο εμπορικϊν kits.  
Για τθν πειραματικι διαδικαςία χρθςιμοποιικθκαν τριβλία 
κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου Swissci ‘MRC’ two drop plates 
SW2T-PS/1-10 (Εικόνα 16) τθσ εταιρείασ Douglas Instruments 
κατάλλθλα για το robot κρυςταλλϊςεων. ΢τθ κζςθ των διαλυμάτων 
εξιςορρόπθςθσ (reservoir) προςτζκθκε με χριςθ πολυπιπζτασ μικρόσ 
όγκοσ (50 μl) από τα διαλφματα των kits. Εν ςυνεχεία, το τριβλίο 
κρυςτάλλωςθσ τοποκετικθκε ςτο robot και ρυκμίςτθκε ο όγκοσ τθσ 
ςταγόνασ που επρόκετω να εγχυκεί ςτο κάκε βοκρίο. Ο ςυνολικόσ 
όγκοσ τθσ ςταγόνασ ρυκμίςτθκε ςτα 0,4 nl και αποτελείται από 60% 
πρωτεΐνθ, 30% διαλφμα εξιςορρόπθςθσ και 10% seeding. Μετά τθν 
ολοκλιρωςθ ζγχυςθσ των ςταγόνων το τριβλίο καλφφκθκε με 
διαφανι ταινία θ οποία μασ επζτρεψε τθν μετζπειτα 
παρακολοφκθςθ τθσ πορείασ τθσ διαδιακαςίασ κρυςτάλλωςθσ. Σο 
τριβλίο παρατθρικθκε κάτω από ςτερεοςκόπιο και αποκθκεφτθκε.  
Από τα 191 διαλφματα που δοκιμάςτθκαν αρχικά περιοριςτικαμε ςε 
3 τα δφο από τα οποία μελετικθκαν εκτενζςτερα.  
Κατά το χρονικό διάςτθμα εκπόνθςθσ τθσ διπλωματικισ ζγιναν 
προςπάκειεσ ανάπτυξθσ κρυςτάλλων ςε τριβλία κρυςταλλϊςεων 24 
κζςεων και πάλι με τθ μζκοδο τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ. Πειραματικά 
ακολουκικθκε θ παρακάτω διαδικαςία: 
 ΢ε τριβλίο 24 κζςεων τοποκετικθκαν 700 μl διαλφματοσ 
εξιςορρόπθςθσ ςτθ κζςθ του reservoir. Ζπειτα ςτο πθγάδι 
προςτζκθκε το διάλυμα τθσ πρωτεΐνθσ και τζλοσ ίςοσ όγκοσ 
μεταφζρκθκε από το διάλυμα εξιςορρόπθςθσ ςτθν πρωτεΐνθ και 
αναμίχκθκαν. Σο τριβλίο καλφφκθκε με διαφανι ταινία και 
παρατθρικθκε κάτω από ςτερεοςκόπιο πριν τθν αποκικευςθ του.  
Οι διαδικαςίεσ κρυςταλλϊςεων πραγματοποιικθκαν ςε ςτακερι 
κερμοκραςία 20oC, ενϊ θ αποκικευςθ και φφλαξθ των τριβλίων 
ζγινε ςε κερμοκραςία 16 oC. ΢υνίςταται θ τακτικι παρακολοφκθςθ 
των τριβλίων κάτω από το ςτερεοςκόπιο.  
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/01/2018 14:25:45 EET - 137.108.70.6
 
41 
 
 
 
 
 
3.2.7 ΢υλλογι κρυςταλλογραφικϊν δεδομζνων 
΢τθ διάρκεια τθν διεξαγωγισ τθσ διπλωματικισ εργαςίασ ζγινε 
προςπάκεια ςυλλογισ δεδομζνων από κρυςτάλλουσ φωςφορυλάςθσ 
του γλυκογόνου με τθ χριςθ ςυγχροτρονίου.  
Οι προςπάκειεσ ανάκτθςθσ των κρυςτάλλων πραγατοποιικθκαν ςτθ 
ςυμβατικι πθγι ακτίνων-Χ (SuperNova X-ray Diffraction System, 
Rigaku Oxford Diffraction) του Εκνικοφ Ιδρφματοσ Ερευνϊν ςτθν 
Ακινα. Ωσ κρυοπροςτατευτικό μζςο χρθςιμοποιικθκε διάλυμα 
DMSO ςυγκζντρωςθσ 30% το οποίο αραιϊκθκε ςε διάλυμα τθσ 
ςυνκικθσ B5 (1 M οξικό νάτριο και 0,1 M ιμιδαηόλιο pH 6,5)  από το 
kit Structure Screen I&II  τθσ εταιρείασ Molecular Dimension (βλ. 
Παράρτθμα)ςτο οποίο αναπτφχκθκε ο κρφςταλλοσ. Σο διάλυμα τθσ 
ςυνκικθσ καταςτευάηεται πιο πυκνό ϊςτε μετά τθν προςκικθ του 
κρυοπροςτατευτικοφ θ ςυγκζντρωςθ τθσ ςυνκικθσ να εξιςορροπθκεί 
με αυτι ςτο τριβλίο κρυςταλλϊςεων.   
Σο κρυοπροςτατευτικό προςτζκθκε με πιπζτα ςτο διπλανό από τον 
εξεταηόμενο κρφςταλλο βοκρίο. Ακολοφκθςε θ διαδικάςια τθσ 
ςυλλογισ κρυςτάλλου από το τριβλίο κρυςταλλϊςεων με τθν 
βοικεια μιασ νάλιον κθλιά. Εντοπίςτθκε απομονωμζνοσ κρφςταλλοσ, 
ζγινε ςυλλογι του με τθ βοικεια τθσ νάιλον κθλιάσ και 
τοποκετικθκε ςτο κρυοπροςτατευτικό όπου και αφζκθκε για 
ςφντομο χρονικό διάςτθμα για εξιςορρόπθςθ. Ζπειτα θ κθλιά με τον 
κρφςταλλο μεταφζρκθκε ςτο γωνιόμετρο (crystal munding) τθσ πθγισ 
όπου ζγινε θ ακτινοβόλθςθ του.  
 
 
 
Εικόνα 16: τριβλίο κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου Swissci 
‘MRC’ two drop plates SW2T-PS/1-10 Douglas Instruments 
κατάλλθλα για το robot κρυςταλλϊςεων OryxNano Douglas 
Instruments 
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4 Αποτελζςματα-΢υηιτθςθ 
Για να γίνει πιο εφκολθ αντιςτοίχιςθ των επιτυχθμζνων δοκιμϊν με τισ εικόνεσ των 
κρυςτάλλων πραγματοποιικθκε αρίκμθςθ των τριβλίων κρυςταλλϊςεων  
4.1 Σριβλία κρυςταλλϊςεων 24 κζςεων τφπου κακιμενθσ 
ςταγόνασ 
Σριβλία κρυςταλλϊςεων 24 κζςεων τφπου κακιμενθσ ςταγόνασ 
Αρικμόσ 
τριβλίου 
κρυςτάλλωςθσ 
΢υγκζντρωςθ 
rmGPb 
(mg/ml) 
DTT/IMP/Spermine Seeding ΢υνκικεσ 
κρυςτάλλωςθσ 
01  (10,15,20,15) 
mg/ml  
+ 10-7 Διάλυμα 
BES pH 6,7 
02 25 mg/ml + 10
-6-10-8 B5  
10-6 C1 
03 25 mg/ml + 10
-4-10-6 B5 
04 (5,10,15,20) 
mg/ml 
+  A1,A2,B1,B2 
 
 
Για τισ δοκιμζσ χρθςιμοποιικθκαν διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ (25 mg/ml και 31,6 
mg/ml) τθσ μυικισ ιςομορφισ τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου από μφεσ 
κουνελιϊν (rmGPb). Σο διάλυμα του ενηφμου αραιϊκθκε, ςτισ επικυμθτζσ 
ςυγκεντρϊςεισ κάκε φορά, με τθ χριςθ διαλφματοσ BES (10 mM BES pH 6,7., 0,1 
mM EDTA  και 0,02% NaN3) Θ ςυνκικθ B5 (1 M οξικό νάτριο και 0,1 M ιμιδαηόλιο  
pH 6,5) και θ ςυνκικθ C1(0,2 M ζνυδρο κειικό νάτριο, 0,1 M νάτριο HEPES pH 7,5και 
20% v/v 2-προπανόλθ). Οι δφο αυτζσ ςυνκικεσ προζρχονται από το kit ςυνκθκϊν 
Structure Screen I&II Molecular Dimensions(Παράρτθμα). Σζλοσ, το διαλφμα Α1(0,1 
M TRIS-HCl, 2,0 M κειικό αμμϊνιο, pH 8,5) το διάλυμα Α2(0,1 M TRIS-HCl, 0,2 M 
ζνυδρο χλωριοφχο μαγνιςιο, 30% w/v πολυαικυλενογλυκόλθ 4,000, pH 8,5) το 
διάλυμα Β1( 0,1 M TRIS-HCl pH 8,5 και 1,0 M κειικό αμμϊνιο) και Β2(0,1 M TRIS-HCl, 
0.2 M ζνυδρο χλωριοφχο μαγνιςιο και 15% w/v πολυαικυλενογλυκόλθ 4,000 pH 
8,5). Σα τζςςερα αυτό διαλφματα ανικουν ςτο Pre-Crystallization Test τθσ εταιρίασ 
Hampton Research(Παράρτθμα). 
Οι παραπάνω δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ με τθν τεχνικι τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ 
ζδωςαν τισ εξισ παρατθριςεισ: 
 ΢τα τριβλία με τουσ αρικμοφσ (01), (02) και (03) δεν αναπτφχκθκαν 
κρφςταλλοι. Όλθ θ πρωτεΐνθ κατακρθμνίςτθκε.  
 Σα αποτελζςματα του τριβλίου (04) ςυνοψίηονται ςτο ακόλουκο πίνακα και 
οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα ότι θ rmGPb μπορεί να κρυςταλλωκει. 
 
Πίνακασ 4: ΢υνκικεσ κρυςτάλλωςθσ rmGPb ςε τριβλία 24 κζςεων 
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Pre-Crystallization Test 
΢υγκζντρωςθ rmGPb (mg/ml) Α1 Α2 Β1 Β2 
5 mg/ml l.p. h.p. l.p. l.p. 
10 mg/ml l.p. h.p. l.p. p. 
15 mg/ml h.p. h.p. l.p. h.p. 
20 mg/ml h.p. h.p. l.p. h.p. 
  
 
 
Με τισ ςυντομογραφίεσ αναφζρονται ςτθν περιεκτικότθτα του ιηιματοσ  
l.p.  ελαφρφ ίηθμα (light precipitate) 
p.  μεςαίασ περιεκτικότθτασ ίηθμα (precipitate) 
h.p.  βαρφ ίηθμα (heavy precipitate 
 
4.2 Σριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου κακιμενθσ 
ςταγόνασ για Robot OryxNano 
Σριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου κακιμενθσ ςταγόνασ 
Αρικμόσ 
τριβλίου 
κρυςτάλλωςθσ 
΢υγκζντρωςθ 
rmGPb (mg/ml) 
DTT/IMP/
Spermin 
AMP Seeding ΢υνκικεσ 
κρυςτάλλωςθσ 
05 25 mg/ml  + - 10-7 SS1-SS2 
06 25 mg/ml - - 10-7 SS1-SS2 
07 25mg/ml +/- - 10-4-10-8 B5, C1 
08 15mg/ml +/- - 10-4-10-8 B5, C1 
09 25mg/ml - - 10-5 JBScreening 
10 (10,15,25)mg/ml - - 10-5 B5 
11 (5,10) mg/ml  - - 10-6-10-7 B5 
25mg/ml + - 10-4-10-6 C1 
25 mg/ml - - 10-5 F4  
12 19,4 mg/ml (-
Activated C) 
- +/- 10-5 B5 
20 mg/ml  
13 20 mg/ml (+/-
Activated C) 
+ +/- 10-5 B5 
14 20 mg/ml (+/-
Activated C) 
- +/- 10-4-10-6 B5 
15 (20,25)mg/ml - - 10-4-10-6 B5 
16 23,11 mg/ml - + 10-4-10-6 B5 
17 18,67 mg/ml - - 10-4-10-6 B5 
 
 
 
Πίνακασ 5: Αντιδραςτιρια Pre-Crystallization Test 
Πίνακασ 6: ΢υνκικεσ κρυςτάλλωςθσ rmGPb ςε τριβλία 96 κζςεων τφπου 
κακιμενθσ ςταγόνασ 
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Ωσ Activated Charcoal ςτον πίνακα αναφζρεται ο ενεργόσ ηωάνκρακασ.  
΢τισ παραπάνω δοκιμζσ χρθςιμοποιικθκαν διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ rmGPb 
(18,7 mg/ml, 19,4 mg/ml, 22,65 mg/ml, 23,11 mg/ml, 25 mg/ml, 31,6 mg/ml, 40 
mg/ml, 52,26 mg/ml, 73,1 mg/ml). ΢τα τριβλία με τουσ αρικμοφσ (05) (Πίνακασ 7) 
και (06) (Πίνακασ 10)  ζγινε θ αρχικι ςάρωςθ και ωσ ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ 
χρθςιμοποιικθκαν τα διαλφματα του kit Structure Screen I&II τθσ εταιρίασ 
Molecular Dimensions(SS1-SS2,MD). Σα διαλφματα του kit φαίνονται αναλυτικά ςτο 
Παράρτθμα. Από τθν παρακολοφκθςθ των τριβλίων παρατθρικθκε ανάπτυξθ 
κρυςτάλλων ςτισ ςυνκικεσ B5 και C1 και λόγω αυτοφ πραγματοποιικθκε 
περαιτζρω διερεφνθςθ των ςυνκθκϊν αυτϊν. ΢το τριβλίο με τον αρικμό (09) 
(Πίνακασ 9)  διεξιχκει ςάρωςθ νζων ςυνκθκϊν και ςυγκεκριμζνα χρθςιμοποιικθκε 
το εμπορικό kit JBScreen Basic 1,2,3,4 τθσ εταιρίασ Jena Bioscience. Σα διαλφματα 
αναγράφονται αναλυτικά ςτο Παράρτθμα. Από τθ νζα ςάρωςθ προζκυψε μία 
υποςχόμενθ ςυνκικθ για ανάπτυξθ κρυςτάλλων θ οποία όμωσ δεν ευδοκίμθςε. Θ 
ςυνκικθ αυτι ιταν θ F4 (1 M κειικό λίκιο, 100 mM Tris-HCl και 10 mM χλωριοφχο 
νικζλιο (II) pH 8,5(JBScreen Basic 1,2,3,4) (Παράρτθμα). Οι τρεισ αυτζσ ςυνκικεσ 
που προζκυψαν από τισ δυο ςαρϊςεισ εξετάςτθκαν ςτο τρυβλίο με το νοφμερο (11). 
΢τα τρυβλία με τουσ αρικμοφσ (07) και (08) πραγματοποιικθκε διερεφνθςθ τθσ 
ανάπτυξθσ κρυςτάλλων ςτισ ςυνκικεσ Β5 και C1 (SS1 - SS2, MD) ςε ςυνδιαςμό με 
διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ διαλυμάτων πυρινων (seeding) και παρουςία ι 
απουςία 3 mM DTT, 1 mM IMP και 1 mM ςπερμίνθ. Σο τρυβλίο (08) δεν οδιγθςε 
ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων και παρζμεινε κακαρό για διάςτθμα περίπου δφο 
εβδομάδων. Μετά το χρονικό αυτό διάςτθμα παρατθρικθκε θ εμφάνιςθ ελαφριοφ 
ιηιματοσ. Αντίκετα ςτο τρυβλίο (07) (Πίνακασ 8) αναπτφχκθκαν κρφςταλλοι ςε 
διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ διαλυμάτων πυρινων κακϊσ και παρουςία ι απουςία 
DTT, IMP, Spermine. Ωςτόςο περιςςότερο καλοςχθματιςμζνοι κρφςταλλοι 
αναπτφχκθκαν απουςία DTT, IMP, Spermin, παρόλο που και ςτισ δφο περιπτϊςεισ 
παρατθρικθκαν ςυςςωματϊματα κρυςτάλλων. Σα παραπάνω αποτελζςματα του 
τρυβλίου (07) παρατθρικθκαν με τθ χριςθ τθσ ςυνκικθσ B5. Θ ςυνκικθ C1 ζδωςε 
μόνο κακαρζσ ςταγόνεσ χωρίσ κάποια μεταβολι με τθν πάροδο του χρόνου. 
΢το τρυβλίο (10) (Πίνακασ 10)  διερευνικθκε θ ανάπτυξθ κρυςτάλλων ςε 
διάφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ ενηφμου. Κρφςταλλοι αναπτφχκθκαν για όλεσ τισ 
ςυγκεντρϊςεισ του ενηφμου. Για ςυγκζντρωςθ  rmGPb 25 mg/ml οι κρφςταλλοι 
φαίνονται ςτισ Εικόνεσ (17,18,19).  Για ςυγκζντρωςθ  rmGPb 15 mg/ml οι 
κρφςταλλοι φαίνονται ςτισ Εικόνεσ (20,21,22,23,24,25,26,27,28,29). Για 
ςυγκζντρωςθ  rmGPb 15 mg/ml οι κρφςταλλοι φαίνονται ςτισ Εικόνεσ (30,31). 
Σα τρυβλία των αρικμϊν (12), (14), (13) και (16) δθμιουργικθκαν με ςκοπό τθν 
εξζταςθ τθσ ςυμβολισ του AMP μζςω του οποίου ευνοείται θ R διαμόρφωςθ, ςτθν 
ανάπτυξθ κρυςτάλλων ι ςτθν αναςτολι αυτισ όταν ωσ ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ 
χρθςιμοποιικθκε θ ςυνκικθ με τισ περιςςότερεσ επιτυχθμζνεσ δοκιμζσ (Β5). Επίςθσ 
εξετάςτθκε αν θ ςυμβολι μεταβάλλεται όταν το AMP προςτίκεται ωσ πρόςκετο ςτθ 
ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ. Για τουσ προαναφερκζντεσ λόγουσ ςυλλζχκθκε δείγμα 
πρωτεΐνθσ αμζςωσ μετά τθν απομάκρυνςθ τθσ γλυκερόλθσ, ςτθν οποία ιταν 
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αποκθκευμζνθ (δείγματα χωρίσ ενεργό άνκρακα (Activated Charcoal)). ΢ε δείγματα 
που υπζςτθςαν κατεργαςία με ενεργό άνκρακα(απαλλαγμζνα από το AMP) και ςε 
δείγματα χωρίσ κατεργαςία με ενεργό άνκρακα προςτζκθκε μικρι ποςότθτα 1mM 
AMP. Επίςθσ, τα παραπάνω εξατάςτθκαν και ςυναρτιςει τθσ αραίωςθσ του 
διαλφματοσ πυρινων (τρυβλία (14) και (16)). Από τισ ςυνολικζσ προςπάκειεσ 
εξζταςθσ τθσ ςυμβολισ του AMP αυτζσ που καρποφόρθςαν ιταν ςτο τρυβλίο (14) 
(Πίνακασ 7) και (16). Παρ’όλα ταφτα ζδωςαν κρυςτάλλουσ ςε μορφι βελόνασ, που 
δεν είναι επικυμθτοί για πειράματα ςυλλογισ δεδομζνων μζςω ακτίνων-Χ. ΢τα 
τρυβλία (12) και (13) δεν παρατθρικθκε κάποια μεταβολι.  
Επιπλζον προςπάκειεσ ανάκτθςθσ κρυςτάλλων με τθν ςυνκικθ B5 (τρυβλία (15), 
(17)) δεν είχαν το επικυμθτό αποτζλεςμα. 
 
΢τουσ πίνακεσ που ακουλουκοφν παρατίκενται οι δοκιμζσ που οδιγθςαν ςτθν 
επιτυχθμζνθ ανάπτυξθ κρυςτάλλων. Κατά τθ διάρκεια διεξαγωγισ του πειράματοσ 
ζγινε ανά τακτά χρονικά διαςτιματα παρακολοφκθςθ τθν  τριβλίων 
κρυςταλλϊςεων κάτω από ςτερεοςκόπιο. Για διευκόλυνςθ ζγινε αντιςτοίχθςθ με 
αρικμοφσ (0-5) θ φπαρξθ ι όχι ίηθματοσ ενϊ με τισ ςυντομογραφίεσ (Crys), (SCrys), 
(Jun) και (΢φαι) ςθμειϊκθκαν τα βοκρία όπου υπιρχαν κρφςταλλοι, 
μικροκρφςταλλοι (small crystals), μθ κρυςταλλικό ξζνο ςϊμα (Junk) και 
ςφαιρουλίτεσ αντίςτοιχα.  
 
 0  απουςία ιηιματοσ και κρυςτάλλων, ςφαιρουλίτεσ, μθ 
κρυςταλλικό ξζνο ςϊμα (Junk)  
 1-2 ελαφρφ ίηθμα 
 3 μεςαίασ περιεκτικότθτασ ίηθμα 
 4-5 βαρφ ίηθμα 
 Κρφςταλλοι (Crys), (SCrys) 
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(05) rmGPb (25mg/mL) + DTT/IMP/Spermine + seeding 10-7 SS1-SS2 Molecular Dimension                                                                    
Ημερομθνία παρακολοφκθςθσ 09/03/2017  
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(07) rmGPb (25mg/mL) 15/03/2017 + (+/- DTT/IMP/Spermine) + seeding (10-4-10-8) B5,C1 
Ημερομθνία παρακολοφκθςθσ 17/03/2017   
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Πίνακασ 7: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο 
τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
rmGPb (25mg/mL) + DTT/IMP/Spermine + seeding 10-7 SS1-SS2 
Molecular Dimension                                                                     
Πίνακασ 8: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο 
τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
rmGPb (25mg/mL) 15/03/2017 + (+/- DTT/IMP/Spermine) + seeding 
(10-4-10-8) B5,C1 
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(09) rmGPb (25mg/mL) 20/03/2017 + seeding 10-5 JBScreening  
Ημερομθνία παρακολοφκθςθσ 21/03/2017  
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(06) rmGPb (25mg/mL) 08/03/2017 + seeding 10-7 SS1-SS2 Molecular Dimension  
Ημερομθνία παρακολοφκθςθσ 23/03/2017  
5 
A1 
5 
A2 
5 
A3 
5 
A4 
5 
A5 
5 
A6 
4 
A7 
3 
A8 
5 
A9 
4 
A10 
4 
A11 
0 
A12 
0 
B1 
4 
B2 
4 
B3 
3 
B4 
Crys 
B5 
4 
B6 
4 
B7 
5 
B8 
4 
B9 
4 
B10 
4 
B11 
1 
B12 
0 
C1 
0 
C2 
3 
C3 
4 
C4 
3 
C5 
5 
C6 
5 
C7 
4 
C8 
5 
C9 
2 
C10 
5 
C11 
2 
C12 
0 
D1 
0 
D2 
5 
D3 
3 
D4 
4 
D5 
5 
D6 
5 
D7 
3 
D8 
4 
D9 
5 
D10 
5 
D11 
1 
D12 
0 
E1 
0 
E2 
5 
E3 
5 
E4 
1 
E5 
1 
E6 
4 
E7 
3 
E8 
4 
E9 
4 
E10 
2 
E11 
4 
E12 
0 
F1 
΢φαι 
F2 
5 
F3 
4 
F4 
2 
F5 
1 
F6 
5 
F7 
0 
F8 
4 
F9 
5 
F10 
0 
F11 
4 
F12 
0 
G1 
1 
G2 
5 
G3 
5 
G4 
4 
G5 
3 
G6 
4 
G7 
4 
G8 
3 
G9 
3 
G10 
5 
G11 
5 
G12 
0 
H1 
0 
H2 
5 
H3 
5 
H4 
4 
H5 
4 
H6 
3 
H7 
5 
H8 
3 
H9 
5 
H10 
4 
H11 
2 
H12 
 
 
 
Πίνακασ 9: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο 
τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
rmGPb (25mg/mL) 20/03/2017 + seeding 10-5 JBScreening 
 
Πίνακασ 10: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο τθσ 
κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
rmGPb (25mg/mL) 08/03/2017 + seeding 10-7 SS1-SS2 Molecular Dimension 
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(10) rmGPb (10,15,25mg/mL) 30/03/2017 + seeding 10-5 B5  
Ημερομθνία παρακολοφκθςθσ 03/04/2017  
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(14) rmGPb (20mg/mL) + (+/- AMP, ηωC) + seeding (10-4 – 10-6)B5  
Ημερομθνία παρακολοφκθςθσ 11/05/2017  
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Σα τριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου κακιμενθσ ςταγόνασ με τουσ 
αρικμοφσ (10) και (16) ςτα οποία παρατθρικθκε ανάπτυξθ κρυςτάλλων 
Πίνακασ 11: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο 
τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
rmGPb (10,15,25mg/mL) 30/03/2017 + seeding 10-5 B5  
 
Πίνακασ 12: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο 
τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
rmGPb (20mg/mL) + (+/- AMP, ηωC) + seeding (10-4 – 10-6)B5 
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μεταφζρκθκαν ςτο Ινςτιτοφτο Βιολογίασ, Φαρμακευτικισ Χθμείασ και 
Βιοτεχνολογίασ του Εκνικοφ Ιδρφματοσ Ερευνϊν  για τθ λιψθ κρυςταλλογραφικϊν 
δεδομζνων από πθγζσ ακτίνων-Χ και φωτογραφιϊν.  
΢τθ ςυνζχεια παρατίκενται οι φωτογραφίεσ κρυςτάλλων φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου. 
Σριβλίο κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου κακιμενθσ ςταγόνασ νοφμερα (10) 
 ΢υνκικθ κρυςτάλλωςθσ: rmGPb (25 mg/ml), ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ θ 
ςυνκικθ B5(1 M οξικό νάτριο, 0,1 M ιμιδαηόλιο, pH 6,5 SS1&2, MD) και 
διάλυμα πυρινων 10-5. Οι ςταγόνεσ των ςυνκικϊν αυτϊν τοποκετικθκαν 
ςτα βοκρία Α1-Α12 και Β1-Β12 του τριβλίου 
 
 
 
 
 ΢υνκικθ κρυςτάλλωςθσ: rmGPb (15 mg/ml), ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ θ 
ςυνκικθ B5(1 M οξικό νάτριο, 0,1 M ιμιδαηόλιο, pH 6,5 SS1&2, MD) που 
περιζχει 1 M Sodium Acetate, 0,1 M Imidazole με pH 6,5 και διάλυμα 
πυρινων 10-5. Οι ςταγόνεσ των ςυνκικϊν αυτϊν τοποκετικθκαν ςτα βοκρία 
D1-D12 και E1-E12 του τριβλίου. 
 
Εικόνα 17: Βοκρίο Α4 Εικόνα 18: Βοκρίο Α5 
Εικόνα 19: Βοκρίο Β3 
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Εικόνα 20: Βοκρίο D3 Εικόνα 21: Βοκρίο D4 
Εικόνα 22: Βοκρίο D5 Εικόνα 23: Βοκρίο D7 
Εικόνα 24: Βοκρίο D8 με το βζλοσ 
υποδεικνφεται μονοκρφςταλλοσ Εικόνα 25: Βοκρίο D10 
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 ΢υνκικθ κρυςτάλλωςθσ: rmGPb (10 mg/ml), ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ θ 
ςυνκικθ B5(1 M οξικό νάτριο, 0,1 M ιμιδαηόλιο, pH 6,5 SS1&2, MD) και 
διάλυμα πυρινων 10-5. Οι ςταγόνεσ των ςυνκικϊν αυτϊν τοποκετικθκαν 
ςτα βοκρία G1-G12 και H1-H12 του τριβλίου. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 26: Βοκρίο D11 Εικόνα 27: Βοκρίο E8 
Εικόνα 28: Βοκρίο E9 Εικόνα 29: Βοκρίο E11 
Εικόνα 27: Βοκρίο G4 
 
 
Εικόνα 30: Βοκρίο G4 Εικόνα 31: Βοκρίο H11 ςτο οποίο ζχει 
προςτεκεί 1 μl Μπλε του μεκυλενίου 
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4.3 Σριβλία κρυςταλλϊςεων τφπου microbatch με τθ χριςθ 
ελαίου παραφίνθσ.  
΢το πίνακα παρατίκενται τα διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν κακϊσ και οι 
ςυγκεντρϊςεισ τουσ. Οι δοκιμζσ ζγιναν με διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ του 
ενηφμου (20 mg/ml, 31,6 mg/ml, 40 mg/ml). 
 
Σριβλία κρυςταλλϊςεων 96 κζςεων τφπου microbatch 
Αρικμόσ 
τριβλίου 
κρυςτάλλωςθσ 
΢υνκικεσ κρυςτάλλωςθσ 
[rmGPb] Όγκοσ  
rmGPb 
DTT 
(200mM) 
IMP 
(100mM) 
Spermine 
91,3 mM 
AMP BES 
pH6,7 
Seeding 
18 25 mg/ml 11,9 μl 0,23 μl 0,15 μl 0,16 μl - 2,56 μl 10-5 
15 mg/ml 7,12 μl 0,23 μl 0,15 μl 0,16 μl - 7,34 μl 10-5 
19 15 mg/ml 14,24 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 14,68μl 10-5 
15mg/ml 14,24μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 14,68μl 10-5 
10 mg/ml 9,5 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 19,42μl 10-5 
20α 25 mg/ml 23,73μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 5,19μl 10-5 
15 mg/ml 14,24 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 14,68μl 10-5 
10 mg/ml 9,5 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 19,42μl 10-5 
20β 25 mg/ml 23,73 μl - - - - 6,27 μl 10-5 
10 mg/ml 14,24 μl - - - - 15,76μl 10-5 
21α 25 mg/ml 18,75 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 10,17μl 10-5 
15 mg/ml 11,25 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 17,67μl 10-5 
21β 10 mg/ml 7,5 μl 0,45μl 0,3μl 0,66μl - 21,09μl 10-4 
22α 20 mg/ml 15 μl 0,45μl 0,3μl 0,33μl - 13,92μl 10-5 
22β 20 mg/ml 19,08 μl 0,3 μl 0,2 μl 0,22 μl 0,1 μl - 10-5 
 
 
 
 
΢τθν δοκιμι με τον αρικμό (18) τοποκετικθκαν ςτο τριβλίο κρυςταλλϊςεων από 
πζντε ςταγόνεσ για κάκε ςυγκζντρωςθ rmGPb. ΢τθν δοκιμι (22β) τοποκετικθκαν 6 
ςταγόνεσ, ενϊ για όλεσ τισ υπόλοιπεσ τοποκετικθκαν από 12 ςταγόνεσ για κάκε 
ςυγκζντρωςθ.  
 ΢τθ ςυγκεκριμζνθ δοκιμι(21β) θ τελικι ςυγκζντρωςθ του AMP ιταν 2 mM 
 ΢τθ ςυγκεκριμζνθ δοκιμι(20β) ωσ διάλυμα εξιςορρόπθςθσ χρθςιμοποιικθκε θ 
ςυνκικθ B5 από το kit Structure Screen I&II  τθσ εταιρίασ Molecular Dimension 
(βλ. Παράρτθμα) 
 
Πίνακασ 13: Αποτελζςματα κρυςταλλϊςεων rmGPb με τθ μζκοδο 
τθσ κακιμενθσ ςταγόνασ ςε τριβλία 96 κζςεων  
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΢το τριβλίο με τον αρικμό (18) αναπτφχκθκαν δφο κρφςταλλοι για τθ ςυγκζντωςθ 
πρωτεΐνθσ 25 mg/ml και ζνασ κρυςτάλλοσ για τθ ςυγκζντρωςθ 15 mg/ml. 
΢τα τριβλία (19), (21) και (22) δεν παρατθρικθκε ανάπτυξθ κρυςτάλλων ι ιηιματοσ. 
Οι ςταγόνεσ παρζμειναν κακαρζσ μεχρί το πζρασ τθσ διαδικαςίασ παρακολοφκθςθσ 
και καταγραφισ αποτελεςμάτων. Αντίκετα ςτο τριβλίο με τον αρικμό (20) 
παρατθρικθκε θ δθμιουργία ιηιματοσ.  
Παρά το γεγονόσ ότι οι κρφςταλλοι που αναπτφχκθκαν με τθν τεχνικι microbatch 
ιταν οι πιο καλοςχθματιςμζνοι δεν επιτεφχκθκε ςυλλογι κρυςταλλογραφικϊν 
δεδομζνων μζςω ακτίνων-Χ κακϊσ μεςολάβθςε μεγάλο χρονικό διάςτθμα από τθν 
ανάπτυξθ τουσ μζχρι τθν δυνατότθτα πρόςβαςθσ ςε πθγι ακτίνων-Χ. Αυτό είχε ςαν 
αποτζλεςμα να παρατθρθκεί εξάτμιςθ και ςυρρίκνωςθ των κρυςτάλλων που τουσ 
κατζςτθςε ακατάλλθλουσ για ςυλλογι δεδομζνων.   
Λόγω των αλάτων που προςτίκενται ςτα διαλφματα κρυςτάλλωςθσ είναι δυνατόν 
να επιτευχκεί ανάπτυξθ κρυςτάλλων άλατοσ. Οι κρφςταλλοι άλατοσ παρουςιάηουν 
κάποια χαρακτθριςτικά που τουσ διαφοροποιοφν από τουσ πρωτεϊνικοφσ 
κρυςτάλλουσ. Παρουςιάηουν διαφορετικά πρότυπα περίκλαςθσ ακτίνων-Χ, επίςθσ 
είναι ανκεκτικοί ςτο crush test αντίκετα οι κρφςταλλοι πρωτεΐνθσ είναι εφκραυςτοι. 
Μια άλλθ τεχνικι αναγνϊριςθσ και διαχωριςμοφ ενόσ κρυςτάλλου άλατοσ από ζναν 
πρωτεϊνικό κρφςταλλο είναι θ προςπάκεια χρϊςθσ με τθ μζκοδο IZIT Dye. Όταν 
μικρι ποςότθτα τθσ χρωςτικισ Μπλε του Μεκυλενίου (Methylene Blue) προςτεκεί 
ςτθ ςταγόνα  απορροφάται από τουσ κρυςτάλλουσ πρωτεΐνθσ προςδίδοντασ τουσ 
ζνα χαρακτθριςτικό μπλε χρϊμα (Εικόνα 32). Θ ικανότθτα των πρωτεϊνικϊν 
κρυςτάλλων να προςλαμβάνουν τθ χρωςτικι οφείλεται ςτθν φπαρξθ μεγάλων 
διαλυτϊν καναλιϊν ςτθ δομι τουσ. Θ απουςία των καναλιϊν ςε κρυςτάλλουσ 
άλατοσ και μικρϊν μορίων τουσ κακιςτά ανίκανουσ να απορροφοφν τθν χρωςτικι 
και επομζνωσ παραμζνουν άχρωμοι. [28] 
 
 
 
Προκειμζνου να ελεγχκεί θ ποιότθτα των κρυςτάλλων που αναπτφχκθκαν ςτισ 
διάφορεσ ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ που διερευνικθκαν κατά τθ διάρκεια τθσ 
διπλωματικισ εργαςίασ, πραγματοποιικθκαν προςπάκειεσ χρϊςθσ αυτϊν. Αυτό 
αποτζλεςε ζνα πρϊτο βιμα διαλογισ των κρυςτάλλων που χρθςιμοποιικθκαν για 
Εικόνα 32: Πρωτεϊνικοί κρφςταλλοι πριν(αριςτερά) και 
μετά(δεξιά) τθ χρϊςθ με Μπλε του Μεκυλενίου *28] 
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ςυλλογι δεδομζνων περίκλαςθσ μζςω ακτινοβολίασ ακτίνων-Χ. Πρακτικά 
προςτζκθκε 1 μl Μπλζ του Μεκυλενίου ςε αραίωςθ 
 
  
 ςε επιλεγμζνεσ ςυνκικεσ 
των τριβλίων 96 κζςεων τφπου κακιμενθσ ςταγόνασ. Θ χρωςτικι απορροφικθκε 
απευκείασ υποδεικνφοντασ τθν φπαρξθ κρυςτάλλων πρωτεΐνθσ. 
΢ε επόμενο ςτάδιο και μετά τθν επιβεβαίωςθ τθσ φπαρξθσ πρωτεϊνικϊν 
κρυςτάλλων ζγινε μεταφορά δφο τριβλίων κρυςτάλλωςθσ 96 κζςεων ςτο Εκνικό 
Κδρυμα Ερευνϊν για τθν προςπάκεια ακτινοβόλιςθσ τουσ και τθ ςυλλογι 
περικλαςιγραμμάτων. Σα δεδομζνα που προζκυψαν ιταν αςκενι (Εικόνα 33) 
παρόλα αυτά επιβεβαίωςαν το γεγονόσ ότι οι κρφςταλλοι που αναπτφχκθκαν ιταν 
κρφςταλλοι πρωτεΐνθσ. 
 
 
Σο παραπάνω περικλαςίγραμμα προζκυψε από τθν ακτινοβόλθςθ κρυςτάλλου που 
αναπτφχκθκε ςτθν ακόλουκθ ςυνκικθ: rmGPb(15 mg/ml) ωσ ςυνκικθ 
κρυςτάλλωςθσ χρθςιμοποιικθκε θ ςυνκικθ B5 (1 M οξικό νάτριο,  0,1 M ιμιδαηόλιο  
pH 6,5 ) (SS1&2, MD) που περιζχει κακϊσ και διάλυμα πυρινων ςυγκζντρωςθσ 10-5.  
 ΢υνοψίηοντασ, κατά τθ διάρκεια τθσ διπλωματικισ εργαςίασ πραγματοποιικθκε 
αρχικά ςάρωςθ 191 ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ από τισ οποίεσ επιλζχκθκαν τρεισ 
για περαιτζρω διερεφνθςθ. Οι τρεισ αυτζσ ςυνκικεσ ιταν θ ςυνκικθ B5 (1 M 
οξικό νάτριο και 0,1 M ιμιδαηόλιο, pH 6,5), θ ςυνκικθ C1 (0,2 M ζνυδρο κειικό 
νάτριο, 0,1 M νάτριο HEPES pH 7,5και 20% v/v 2-Προπανόλθ,) από το kit 
Structure Screen I&II τθσ εταιρίασ Molecular Dimensions και θ ςυνκικθ F4 (1 M 
κειικό λικίου, 100 mM Tris-HCl pH 8,5 και 10 mM χλωριοφχο –νικζλιο (II) ), από 
το kit JBScreen Basic 1,2,3,4 τθσ εταιρίασ Jena Bioscience. Θ ςυνκικθ με τισ 
περιςςότερεσ επιτυχθμζνεσ δοκιμζσ ιταν θ B5 και λόγω αυτοφ επιλζχκθκε ωσ 
Εικόνα 33: Διάγραμμα περίκλαςθσ 
ςυμβατικισ πθγισ ακτίνων-Χ τθσ 
φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου  
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ςυνκικθ κρυςτάλλωςθσ για τθν επιμζρουσ διερεφνθςθ ςυνκθκϊν 
κρυςτάλλωςθσ. ΢ε δεφτερο επίπεδο διερευνικθκε θ ςυμβολι τθσ ςυγκζντρωςθ 
τθσ πρωτεΐνθσ ςτθν κρυςτάλλωςθ. Παρατθρικθκε ότι  χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 
rmGPb μικρότερεσ των 10mg/ml δεν ευνοοφν τθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων ενϊ 
ςχετικά καλοςχθματιςμζνοι κρφςταλλοι αναπτφχκθκαν ςε ζνα εφροσ 
ςυγκζντρωςεων rmGPb (10-25) mg/ml. ΢τθ ςυνζχεια ελζγχκθκε θ ςυμβολι των 
πυρινων ςτθν κρυςτάλλωςθ τθσ φωςφορυλάςθσ του γλυκογόνου. Πειραματικζσ 
δοκιμζσ πραγματοποιικθκαν με τθ χριςθ πυρινων (seeding) ςυγκζντρωςθσ 10-
4-10-8 παρουςία και απουςία 3 mM DTT, 1 mM IMP και 1 mM Spermine. 
Κρφςταλλοι αναπτφχκθκαν ςε όλεσ τισ αραιϊςεισ του seeding παρουςία DTT, 
IMP, Spermin ενϊ απουςία αυτϊν ανάπτυχκθκαν κρφςταλλοι για τισ αραιϊςεισ 
του seeding 10-4-10-6. Οι πιο καλοςχθματιςμζνοι κρφςταλλοι αναπτφχκθκαν 
απουςία DTT, IMP, Spermin. Σζλοσ ερευνικθκε θ ςυςχζτιςθ τθσ μορφολογίασ 
των κρυςτάλλων με τθν προςκικθ 1 mM AMP ςτισ ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ. 
Παρατθριςαμε ανάπτυξθ κρυςτάλλων με μορφι βελόνων οι οποιοί δεν είναι 
επικυμθτοί για δομικζσ μελζτεσ λόγω του μικροφ μεγζκουσ τουσ.  
  Σα δεδομζνα που ςυλλζχκθςαν μζςω τθσ ςυμβατικισ πθγισ ακτίνων-Χ ςτο 
Εκνικό Κδρυμα Ερευνϊν ιταν αςκενι και δεν επζτρεψαν τον χαρακτθριςμό του 
κρυςτάλλου. Για αυτό το λόγο κα επιδιωχκεί θ ςυλλογι δεδομζνων ςε ιςχυρζσ 
ςυγχροτρονιακζσ πθγζσ ακτίνων-Χ.    
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Molecular Dimension Structure Screen I&II 
Well# Salt Buffer pH Precipitant  1 Precipitant 2 
A1 0,02 M Calcium chloride dehydrate 0,1 M Sodium acetate 4,6 30% v/v MPD  
A2 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M Sodium acetate 4,6 30% w/v PEG 4000  
A3 0,2 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium acetate 4,6 25% w/v PEG 4000  
A4 2 M Sodium formate 0,1 M Sodium acetate 4,6   
A5 2 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium acetate 4,6   
A6  0,1 M Sodium acetate 4,6 8% w/v PEG 4000  
A7 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M Sodium citrate 5,6 30% w/v PEG 4000  
A8 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M Sodium citrate 5,6 30% v/v MPD  
A9  0,1 M Sodium citrate 5.6 20% w/v PEG 4000 20% v/v 2-Propanol 
A10 1 M Ammonium phosphate monobasic 0,1 M Sodium citrate 5,6   
A11 0,2 M Calcium chloride dehydrate 0,1 M Sodium acetate 4,6 20% v/v 2-Propanol  
A12 1,4 M Sodium acetate trihydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5   
B1 0,2 M Sodium citrate dehydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 30% v/v  2-Propanol  
B2 0,2 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 30% w/v PEG 8000  
B3 0,2 M Magnesium acetate tetrahydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 20% w/v PEG 8000  
B4 0,2 M Magnesium acetate tetrahydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 30% v/v MPD  
B5 1 M Sodium acetate trihydrate 0,1 M Imidazole 6,5   
B6 0,2 M Sodium acetate trihydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 30% w/v PEG 8000  
B7 0,2 M Zinc acetate dihydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 18% w/v PEG 8000  
B8 0,2 M Calcium acetate hydrate 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 18% w/v PEG 8000  
B9 0,2 M Sodium citrate tribasic dihydrate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 30% v/v MPD  
B10 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 30% v/v 2-Propanol  
B11 0,2 M Calcium chloride dihydrate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 28% v/v PEG 400  
B12 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 30% v/v PEG 400  
C1 0,2 M Sodium citrate trisbasic dihydrate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 20% v/v 2-Propanol  
C2 0,8 M Potasium sodium tartrate 
tetrahydrate 
0,1 M Sodium HEPES 7,5   
C3 1,5 M Lithium sulfate 0,1 M Sodium HEPES 7,5   
C4 0,8 M Sodium phosphate monobasic 
monohydrate/ 
0,8 M Potasium phosphate monobasic 
0,1 M Sodium HEPES 7,5   
C5 1,4 M Sodium citrate tribasic dihydrate 0,1 M Sodium HEPES 7,5   
C6 2 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 2% v/v PEG 400  
C7  0,1 M Sodium HEPES 7,5 20% w/v PEG 400 10% v/v 2-Propanol 
C8 2 M Ammonium sulfate 0,1 M Tris 8,5   
C9 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M Tris 8,5 30% w/v PEG 4000  
C10 0,2 M Sodium citrate tribasic dihydrate 0,1 M Tris 8,5 30% v/v PEG 400  
C11 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M Tris 8,5 30% w/v PEG 4000  
C12 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M Tris 8,5 30% v/v 2-Propanol  
D1 0,2 M Sodium acetate trihydrate 0,1 M Tris 8,5 30% w/v PEG 4000  
D2  0,1 M Tris 8,5 8% w/v PEG 8000  
D3 2 M Ammonium phosphate monobasic 0,1 M Tris 8,5   
D4 0,4 M Potasium sodium tartrate 
tetrahydrate 
    
D5 0,4 M Ammonium phosphate monobasic     
D6 0,2 M Ammonium sulfate   30% w/v PEG 8000  
D7 0,2 M Ammonium sulfate   30% w/v PEG 4000  
D8 2 M Ammonium sulfate     
D9 4 M Sodium formate     
D10 0,05 M Potassium phosphate monobasic   20% w/v PEG 8000  
D11    30% w/v PEG 1500  
D12 0,2 M Magnesium formate dihydrate     
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Molecular Dimension Structure Screen I&II 
Well# Salt Buffer pH Precipitant  1 Precipitant 2 
E1 0,1 M Sodium 0,1 M BICINE 9 30% v/v PEG 500 MME  
E2 2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M BINICE 9   
E3  0,1 M BINICE 9 10% w/v PEG 20000 2% v/v 1,4-
Dioxane 
E4 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M Tris 8,5 3,4 M 1,6-Hexanediol  
E5  0,1 M Tris 8,5 25% v/v tert-Butanol  
E6 1 M Lithium sulfate/ 0,01 M Nickel(II) chloride 
hexahydrate 
0,1 M Tris 8,5   
E7 1,5 M Ammonium sulfate 0,1 M Tris 8,5 12% v/v Glycerol  
E8 0,2 M Ammonium phosphate monobasic 0,1 M Tris 8,5 50% v/v MPD  
E9  0,1 M Tris 8,5 20% v/v Ethanol  
E10 0,01 M Nickel(II) chloride hexahydrate 0,1 M Tris 8,5 20% w/v PEG 2000 MME  
E11 0,5 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium HEPES 7,5 30% v/v MPD  
E12  0,1 M Sodium HEPES 7,5 10% w/v PEG 6000 5% v/v MPD 
F1  0,1 M Sodium HEPES 7,5 20% v/v Jeffamine M-600  
F2 1,6 M Ammonium sulfate/ 0,1 M Sodium 
chloride 
0,1 M Sodium HEPES 7,5   
F3 2 M Ammonium formate 0,1 M Sodium HEPES 7,5   
F4 1 M Sodium acetate trihydrate 
0,05 M Cadmium sulfate 
8
/3
-
hydrate 
0,1 M Sodium HEPES 7,5   
F5  0,1 M Sodium HEPES 7,5 70% v/v MPD  
F6 4,3 M Sodium chloride 0,1 M Sodium HEPES 7,5   
F7  0,1 M Sodium HEPES 7,5 10% w/v PEG 8000 8% v/v Ethylene 
glycol 
F8 1,6 M Magnesium sulfate heptahydrate 0,1 M MES 6,5   
F9 2 M Sodium chloride/0,1 M Potassium 
phosphate monobasic/0,1 M Sodium 
phosphate monobasic monohydrate 
0,1 M MES 6,5   
F10  0,1 M MES 6,5 12% w/v PEG 20000  
F11 1,6 M Ammonium sulfate 0,1 M MES 6,5 10% v/v 1,4-Dioxane  
F12 0,05 M Cesium chloride 0,1 M MES 6,5 30% v/v Jeffamine M-600  
G1 0,01 M Cobalt(II) chloride hexahydrate 
1,8 M Ammonium sulfate 
0,1 M MES 6,5   
G2 0,2 M Ammonium sulfate 0,1 M MES 6,5 30% w/v PEG 5000 MME  
G3 0,01 M Zinc sulfate heptahydrate 0,01 M MES 6,5 25% v/v PEG 500 MME  
G4  0,1 M Sodium HEPES 7,5 20% w/v PEG 10000  
G5 2 M Ammonium sulfate  
0,2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate 
0,1 M Sodium citrate 5,6   
G6 1 M Lithium sulfate,0,5 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium citrate 5,6   
G7 0,5 M Sodium chloride 0,1 M Sodium citrate 5,6 4% v/v Polyethyleneimine  
G8  0,1 M Sodium citrate 5,6 35% v/v tert-Butanol  
G9 0,01 M Iron(III) chloride hexahydrate 0,1 M Sodium citrate 5,6 10% v/v Jeffamine M-600  
G10 0,01 M Manganese(II) chloride tetrahydrate 0,1 M Sodium citrate 5,6 2,5 M 1,6-Hexanediol  
G11 2 M Sodium chloride 0,1 M Sodium acetate 4,6   
G12 0,2 M Sodium chloride 0,1 M Sodium acetate 4,6 30% v/v MPD  
H1 0,01 M Cobalt(II)chloride hexahydrate 0,1 M Sodium acetate 4,6 1 M 1,6-Hexanediol  
H2 0,1 M Cadmium chloride hemi(pentahydrate) 0,1 M Sodium acetate 4,6 30% v/v PEG 400  
H3 0,2 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium acetate 4,6 30%w/v PEG 2000MME  
H4 2 M Sodium chloride   10% w/v PEG 6000  
H5 0,05 M Sodium chloride/ 0,1 M Magnesium 
chloride hexahydrate/0,01 M CTAB 
    
H6    25% v/v Ethylene glycol  
H7    35% v/v 1,4-Dioxane  
H8 2 M Ammonium sulfate   5% v/v 2-Propanol  
H9  1 M Imidazole 7   
H10    10% w/v PEG 1000 10%w/v PEG 8000 
H11 1,5 M Sodium chloride   10% v/v Ethanol  
H12  1,6 M Sodium citrate 6,5   
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JBScreen Basic 1&2 
 
Well# Precipitant  1 Precipitant 2 Buffer pH Additive 
A1 25% v/v Ethylene Clycol     
A2 12% v/v Glycerol 1,5 M Ammonium Sulfate 100 mM Tris-HCl 8,5  
A3 1 M 1,6- Hexanediol  100 mM Sodium Acetate 4,6 10 mM Cobalt(II) Chloride 
A4 2,5 M 1,6- Hexanediol  100 mM Sodium Citrate  5,6  
A5 3,4 M 1,6- Hexanediol  100 mM Tris-HCl 8,5  200 mM Magnesium 
Chloride 
A6 30% v/v MPD  100 mM Sodium Acetate 4,6 200 mM Sodium Chloride 
A7 30% v/v MPD  100 mM Sodium Citrate 5,6 200 mM Ammonium Acetate 
A8 30% v/v MPD  100 mM Sodium Acetate 4,6 20 mM Calcium Chloride 
A9 30% v/v MPD 500 mM Ammoniun 
Sulfate 
100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
A10 30% v/v MPD  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5 200 mM Sodium Citrate 
A11 50% v/v MPD  100 mM Tris-HCl  8,5 200 mM Ammonium 
dihydrogen Phosphate 
A12 70% v/v MPD  100 mM HEPES Sodium Sallt 7,5  
B1 2% w/v Ethylene Imine 
Polymer 
 100 mM Sodium Citrate 5,6 500 mM Sodium Chloride 
B2 2% v/v PEG 400 2 M Ammonium Sulfate  100 mM HEPES Sodium Salt  7,5  
B3 28% v/v PEG 400   100 mM HEPES Sodium Salt 7,5 200 mM Calcium Chloride 
B4 30% v/v PEG 400  100 mM Tris-HCl 8,5 200 mM Sodium Citrate 
B5 30% v/v PEG 400  100 mM HEPES Sodium Salt  7,5 200 mM Magnesium 
Chloride 
B6 30% v/v PEG 400   100 mM Sodium Acetate 4,6 100 mM Calcium Chloride 
B7 20% v/v PEG 550 MME  100 mM Bince  9,5 100 mM Sodium Chloride 
B8 25% v/v PEG 550 MME   100 mM MES Sodium Salt 6,5 10 mM Zinc Sulfate 
B9 10% w/v PEG 1000 10% w/v PEG 8000    
B10 30% w/v PEG 1500     
B11 20% w/v PEG 2000 MME  100 mM Tris-HCl 8,5 10 mM Nickel(II) Chloride 
B12 30% w/v PEG 2000 MME  100 mM Sodium Acetate 4,6 200 mM Ammonium Sulfate 
C1 8% w/v PEG 4000  100 mM Sodium Acetate 4,6  
C2 20% w/v PEG 4000 20% v/v 2-Propanol 100 mM Sodium Citrate 5,6  
C3 20% w/v PEG 4000 10% v/v 2-Propanol 100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
C4 25% w/v PEG 4000  100 mM Sodium Acetate 4,6  200 mM Ammonium Sulfate 
C5 30% w/v PEG 4000    200 mM Ammonium Sulfate 
C6 30% w/v PEG 4000   100 mM Sodium Acetate 4,6 200 mM Ammonium Acetate 
C7 30% w/v PEG 4000  100 mM Sodium Citrate 5,6 200 mM Ammonium Acetate 
C8 30% w/v PEG 4000  100 mM Tris-HCl 8,5 200 mM Sodium Acetate 
C9 30% w/v PEG 4000  100 mM Tris-HCl 8,5 200 mM Lithium Sulfate  
C10 30% w/v PEG 4000  100 mM Tris-HCl 8,5 200 mM Magnesium 
Chloride 
C11 30% w/v PEG 5000 MME  100 mM MES Sodium Salt 6,5 200 mM Ammonium Sulfate 
C12 10% w/v PEG 6000 2 M Sodium Chloride    
D1 10% w/v PEG 6000 5% v/v MPD 100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
D2 2% w/v PEG 8000 1 M Lithium Sulfate    
D3 8% w/v PEG 8000  100 mM Tris-HCl 8,5  
D4 10% w/v PEG 8000 8% v/v Ethylene Clycol 100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
D5 15% w/v PEG 8000 500 mM Lithium Sulfate    
D6 18% w/v PEG 8000  100 mM MES Sodium Salt 6,5 200 mM Calcium Acetate 
D7 18% w/v PEG 8000  100 mM MES Sodium Salt  6,5 200 mM Zinc Acetate  
D8 20% w/v PEG 8000    50 mM Potassium 
dihygrogen Phospate 
D9 20% w/v PEG 8000  100 mM MES Sodium Salt 6,5 200 mM Magnesium Acetate 
D10 30% w/v PEG 8000  100 mM MES Sodium Salt 6,5 200 mM Sodium Acetate 
D11 30% w/v PEG 8000    200 mM Ammonium Sulfate 
D12 30% w/v PEG 8000  100 mM MES Sodium Salt 6,5 200 mM Ammonium Sulfate 
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JBScreen Basic 3&4 
Well# Precipitant  1 Precipitant 2 Buffer pH Additive 
Ε1 10% w/v PEG 10000 2% v/v 1,4- Dioxane 100 mM Bicine  9,5  
Ε2 20% w/v PEG 10000  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
Ε3 12% w/v PEG 20000  100 mM MES Sodium Salt 6,5  
Ε4 5% v/v 2-Propanol  2 M Ammonium Sulfate    
Ε5 20% v/v 2-Propanol   100 mM HEPES Sodium Salt 7,5 200 mM Sodium Citrate 
Ε6 20% v/v 2-Propanol  100 mM Sodium Acetate 4,6 200 mM Calcium Chloride 
Ε7 30% v/v 2-Propanol   100 mM HEPES Sodium Salt 7,5 200 mM Magnesium Chloride 
Ε8 30% v/v 2-Propanol  100 mM Tris-HCl 8,5 200 mM Ammonium Acetate 
Ε9 10% v/v 1,4-Dioxane 1,6 M Ammonium 
Sulfate 
100 mM MES Sodium Salt 6,5  
Ε10 35% v/v 1,4-Dioxane      
Ε11 10% v/v Ethanol 1,5 M Sodium Chloride    
Ε12 20% v/v Ethanol  100 mM Tris-HCl 8,5  
F1 25% v/v tert-Butanol  100 mM Tris-HCl 8,5  
F2 35% v/v tert-Butanol  100 mM Sodium Citrate 5,6  
F3 1 M Imidazole-HCl   7  
F4 1 M Lithium Sulfate  100 mM Tris-HCl 8,5 10 mM Nickel(II)-Chloride 
F5 1,5 M Lithium Sulfate  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
F6 400 mM Sodium/Pottasium 
Tartrate 
    
F7 800 mM Sodium/Pottasium 
Tartrate 
 100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
F8 1,4 M Sodium Citrate  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
F9 1,6 M Sodium Citrate   6,5  
F10 10% v/v Jeffamine M-600  100 mM Sodium Citrate 5,6 10 mM Ferric(III)-Chloride 
F11 20% v/v Jeffamine M-600  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
F12 30% v/v Jeffamine M-600  100 mM MES Sodium Salt 6,5 50 mM Cesium Chloride 
G1 800 mM Sodium dihydrogen 
Phosphate 
800 mM Pottasium 
dihydrogen Phosphate 
100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
G2 400 mM Ammonium 
dihydrogen Phosphate 
    
G3 1 M Ammonium dihydrogen 
Phosphate 
 100 mM Sodium Citrate 5,6  
G4 2 M Ammonium dihydrogen 
Phosphate 
 100 mM Tris-HCl 8,5  
G5 2 M Ammonium Formate  100 mM Sodium Acetate 4,6  
G6 4 M Ammonium Formate  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
G7 2 M Ammonium Formate     
G8 500 mM Ammonium Sulfate 1 M Lithium Sulfate 100 mM Sodium Citrate 5,6  
G9 1,6 M Ammonium Sulfate  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5 100 mM Sodium Chloride 
G10 1,8 M Ammonium Sulfate  100 mM MES Sodium Salt 6,5 10 mM Cobalt(II) Chloride 
G11 2 M Ammonium Sulfate  100 mM Tris-HCl 8,5  
G12 2 M Ammonium Sulfate     
H1 2 M Ammonium Sulfate  100 mM Sodium Acetate 4,6  
H2 2 M Ammonium Sulfate  100 mM Sodium Citrate 5,6 200 mM Sodium/Potassium 
Tartrate 
H3 200 mM Magnesium Formate     
H4 1,6 M Magnesium Sulfate  100 mM MES Sodium Salt 6,5  
H5 2 M Magnesium Chloride  100 mM Bicine 9,5  
H6 1 M Sodium Acetate  100 mM Imidazole-HCl 6,5  
H7 1 M Sodium Acetate  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5 50 mM Cadmium Sulfate 
H8 1,4 M Sodium Acetate  100 mM MES Sodium Salt 6,5  
H9 500 mM Sodium Chloride 10 mM Magnesium 
Chloride 
  10 mM Hexadecyl 
trimethylammonium Bromide 
H10 2 M Sodium Chloride  100 mM Sodium Acetate  4,6  
H11 2 M Sodium Chloride  100 mM MES Sodium Salt 6,5 100 mM Sodium/ Potassium 
dihydrogen Phosphate 
H12 4,3 M Sodium Chloride  100 mM HEPES Sodium Salt 7,5  
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Pre-Crystallization Test, Hampton Research 
Reagent A1 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 
2.0 M Ammonium sulfate 
 
Reagent A2 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 
1.0 M Ammonium sulfate 
 
Reagent B1 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,               
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,              
30% w/v Polyethylene glycol 4,000 
 
Reagent B2 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,               
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,              
15% w/v Polyethylene glycol 4,000 
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